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INTEGRATION DE PROTOCOLES BIOCHIMIQUES DANS UN DISPOSITIF 
MICROFLUIDIQUE A FLUX CONTINU _ 



La microfluidique consiste a utiliser des microcanaux au lieu de tubes a essais ou de 
microplaques pour realiser des analyses et des reactions. Ces microcanaux ou 
microcircuits sont graves dans du silicium, du quartz, du verre, des ceramiques, ou du 
plastique. La taille des ces canaux est de l'ordre du micrometre alors que les volumes 
reactionnels sont de l'ordre du nanolitre ou du microlitre. Le principe est de faire cheminer 
les milieux reactionnels contenant des reactifs et des echantillons sur des zones 
correspondant aux differentes etapes du protocole. L' integration de reacteurs, de colonnes 
chromatographiques, de systemes d' electrophorese capillaire et de systemes de detection 
miniatures dans ces systemes microfluidiques permet P auto matisat ion de protocoles 
complexes en les integrant dans un systeme unique. Ces « laboratoires sur puce » ont 
permis d'obtenir des resultats performants en terme de vitesse de reaction, en terme 
d'economie de produits et en terme de miniaturisation permettant le developpement 
d'appareils portables. Des resultats remarquables ont egalement ete obtenus dans 
1' integration et l'automatisation de protocoles complexes tels que les protocoles 
biochimiques ou de biologie moleculaire qui requierent souvent de nombreuses 
manipulations. Ces manipulations comprennent notamment le melange de reactifs et 
d' echantillons, le controle de la temperature reactionnelle, la realisation de cyclages 
thermiques, la separation par electrophorese et la detection. 

Wolley et al. (Anal, Chem., 68, 4081-4086, 1996) decrivent ainsi 1' integration d'un 
microreacteur a PCR, d'un systeme d' electrophorese capillaire et d'un detecteur dans un 
dispositif unique. La reaction de PCR, la separation des produits par electrophorese et leur 
detection sont realisees de fa$on automatique. Ce dispositif n'integre cependant pas le 
melange des reactifs et il ne permet pas la realisation de protocoles a grande echelle. 

Un dispositif sur puce permettant Pintegration d'une etape de melange des reactifs 
et d'une reaction enzymatique a ete decrit par Hadd et al. (Anal. Chem., 69, 3407-3412, 
1997). Ce dispositif prevoit un microcircuit de canaux et de reservoirs graves dans un 
substrat en verre. Le deplacement et le melange des fluides s'efFectue par electrocinetique. 

De nombreux systemes microfluidiques pour 1' integration de protocoles et 
d'analyses ont ainsi ete decrits notamment dans la demande de brevet internationale WO 
98/45481. Une des grandes difficultes de mise en oeuvre de ces dispositifs reside dans le 



deplacement des fluides. Les fluides sont en general deplaces par electroosmose ou par 
electrocinetique , ce qui ^ D'autres systemes font appel a 

des micropompes et des microvalves integrees dans le substrat microfluidique. Dans la 
majorite des cas les reactions s'effectuent a l'arret dans un microreacteur puis les fluides 
sont ainsi deplaces d'un reacteur a un autre a chaque etape du protocole. Ces systemes 
integrant des electrodes, des microvalves ou des micropompes sont tres couteux et leur 
complexity ne permet pas des applications a grande echelle pour traiter simultanement un 
tres grand nombre d'echantillons. Une des difficultes majeures est la distribution, le 
melange et le transport d'un tres grand nombre de produits en parallele ou en serie. 

La presente invention a pour objet un dispositif comprenant un substrat 
microfluidique comportant au moins un microcanal dans lequel sont realisees des reactions 
ou des successions de reactions composant un protocole. Le canal est alimente en flux 
continu et des reactifs sont injectes successivement a different s stades du protocole. Le 
dispositif repose sur un systeme de distribution et de deplacement des fluides par pression 
hydrostatique. L' ensemble des etapes du protocole sont realisees en flux continu, des 
injections sequentielles d'echantillons et de reactifs permettent de realiser un grand nombre 
de reactions a la suite dans un meme canal. En disposant plusieurs canaux en parallele il 
est possible de realiser un meme protocole en serie dans un meme canal et en parallele 
dans differents canaux. La synchronisation des reactions dans les canaux disposes en 
parallele permet de distribuer les reactifs simultanement dans les differents canaux. Cette 
disposition trouve une application particulierement avantageuse dans la rationalisation et la 
reduction du nombre de distributions a effectuer. L' association du substrat microfluidique 
avec un support thermique permet de controler la temperature reactionnelle dans les 
differentes zones du canal correspondant aux differentes etapes du protocole. L'invention 
concerne egalement des dispositifs et des precedes avantageux pour realiser des cyclages 
thermiques en flux continu. 

Le substrat microfluidique est de preference semi-jetable (utilise pour quelques 
centaines de reactions ou quelques dizaines d'heures) et rapporte de.fa<?on amovible sur le 
support thermique, les dispositifs d' alimentation en fluides et les moyens de detection. Le 
controle de la temperature, le deplacement des fluides, ['injection des reactifs, le melange 
des solutions en flux continu et la detection sont entierement automatises. De plus la 
combinaison d'un dispositif fixe et d'un substrat microfluidique jetable mais.peu couteux 
permet une reduction impprtante des pouts par rapport a des systemes dans lesquels tout est 
integre sur la meme puce. . . ■ - . ■ - 
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. EXPOSE DE L' INVENTION 

La presente invention a pour objet un dispositif comprenant un substrat microfluidique 
comportant au moins un microcanal dans lequel sont realisees des * reactions ou des 
5 successions de reactions composant un protocole. 

Le dispositif d'analyse biochimique selon l'invention comprend un substrat 
microfluidique comportant au moins un canal possedant une cuvette d'alimentation pour 
injecter un echantillon et une cuvette de sortie pour recueillir ledit echantillon ; au moins 
un reservoir a reactif relie a chaque canal entre la cuvette d'alimentation et la cuvette de 
10 sortie; et des moyens pour alimenter ledit canal en flux continu. Par cuvette d'alimentation 
et cuvette de sortie on entend tout type de reservoir, de raccord ou d'orifice a 1' entree et a 
la sortie du canal. 

Le terme substrat microfluidique designe un support solide dans lequel sont micro- 
fabriques des canaux, des cuvettes ou des reservoirs. Le support solide peut etre constitue 

15 d'un materiel polymere tel que le polymethylmethacrylate (PPMA), le polycarbonate, le 
polytetrafluoroethylene (Teflon™), le polyvinylchloride (PVC), le polydimethylsiloxane 
(PDMS) et le polysulfone. Selon un autre mode de realisation de l'invention le support 
solide est constitue de verre ou de quartz. Selon un mode de realisation avantageux de 
T invention le substrat microfluidique est en silicium. Les techniques de microfabrication 

20 -et'de gravure du* silicium sont bien connues par ailleurs permettant ainsi la fabrication de 
canaux aux dimensions et aux geometries bien definies. Ces techniques d'usinage du 
substrat silicium comprennent notamment les techniques de gravure chimique. 

Le silicium presente egalement des avantages en raison de ces proprietes thermiques. 
Au contact d'une source thermique les temps de reponse du silicium sont ainsi tres rapides. 

25 Selon un mode de realisation parti culierement avantageux de P invention le substrat 

microfluidique comporte une pluralite de canaux disposes en parallele, chaque cuvette 
d'alimentation etant respectivement reliee a une cuvette de sortie au moyen du canal. 
Typiquement plusieurs centaines de canaux sont disposes en parallele sur un meme 
substrat microfluidique. Un protocole donne peut done etre realise en parallele dans 

30 chacun des canaux. II est aussi possible de realiser des protocoles differents dans chacun 
des canaux. Cependant pour faciliter notamment l'automatisation de 1'injection des 
reactifs il est plus avantageux de realiser le meme protocole dans tous les canaux. 

Le dispositif selon l'invention comporte des moyens pour alimenter au moins un 
canal en flux continu. DifFerentes methodes ont ete decrites pour deplacer des fluides dans 
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des substrats microfluidiques. Des techniques telles que Telectroosmose et 

l'electrophorese *^ largement utilises en* microfluidique. ,Dans un mode de _ 

realisation prefere de I s invention les moyens pour alimenter lesdits canaux en flux continu 
appliquent une difference de pression entre la cuvette d'alimentation et la cuvette de sortie. 
5 L' injection des fluides (echantillons et reactifs) par force de pression permet un controle 
precis des debits. Le debit impose par pression est independant de la composition des 
fluides. Albrs que dans le cas de l'electrophorese et de l'electrosmose la concentration en 
sel et la viscosite des solutions compliquent la maitrise des debits. L'utilisation de la 
pression permet aussi d'utiliser des canaux de geometrie variable. En outre le controle des 

10 fluides par pression ne repose pas sur un systeme complexe d'electrodes contrairement a 
l'electrophorese et a l'electroosmose. Dans le dispositif selon l'invention, Tensemble des 
moyens mis en oeuvre pour 1' injection des fluides dans le substrat microfluidique et pour le 
controle du debit des fluides sont de preference independants du substrat microfluidique et 
rapportes de maniere amovible sur celui-ci. 

15 Dans un mode de realisation avantageux de l'invention le debit et l'injection de 

fluides dans la pluralite de canaux disposes en parallele sont synchronise. Cette 
synchronisation est necessaire a l'automatisation et a l'integration des differentes etapes du 
protocole. Par exemple les reactifs peuvent ainsi etre injectes simultanement dans tous les 
canaux. 

. 20 Dans un mode de realisation particulierement avantageux, les canaux sont 

alimentes en serie avec des echantillons separes les uns des autres par des « bouchons ». 
Ce « bouchon » separant deux echantillons peut etre constitue d'une solution tampon ou de 
reactifs ne contenant pas d'echantillon, de preference ce « bouchon » est constitue d'un 
fluide inerte non miscible: 'Une multitude de reactions en serie (ou sequentielles) peuvent 

25 ainsi etre realisees « a la suite » dans un meme canal du substrat microfluidique. A titre 
d'exemple le nombre d' echantillons injectes en serie dans le canal est compris entre 1-100; 
Le dispositif selon l'invention permet ainsi de realiser des protocoles a grande echelle sur 
un grand nombre d'echantillons puisque les echantillons sont traites a la fois en parallele et 
en serie. . - , .. " ■ . " ■ • 

30 De maniere generale Tinjection des echantillons et des reactifs dans le substrat 

microfluidique et le deplacement des fluides en flux continu sont obtenus soit en 
appliquant une pression positive en entree soit en appliquant une pression negative en 
sortie. .Tout dispositif permettant d'appliquer une telle pression est utilisable, de tels 
dispositifs sont connus par ailleurs. 
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r , . w 4 , L'amenee des.. echantillpris a . analyser ..jet la mise en place des. reactifs dans les 
reservoirs peut avoir lieu par micro-pipetage. 

Dans un mode de realisation particulier de 1' invention les injections de fluide dans 
5 le substrat microfluidique sont realisees par injection pneumatique. Les echantillons ou les 
reactifs sont deposes dans des reservoirs relies a au moins un canal. L'injection dans les 
canaux s'effectue par application d'une pression d'un gaz ou d'un liquide incompressible 
non miscible sur le reservoir. Un tel systeme d'injection pneumatique peut etre utilise pour 
imposer un debit precis sur T ensemble des canaux. 
10 Dans un autre mode de realisation de l'invention des systemes des pousses- 

seringues disposes en parallele permettent de reguler les debits dans les canaux. Ces 
pousses-seringues peuvent etre places soit en entree soit en sortie du canal. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention, l'amenee des fluides est 
realisee avec un dispositif d'injection tel que decrit dans la demande de brevet « Dispositif 
15 d'injection de fluides dans un microsysteme microfluidique » No. 

L'amenee des fluides sur le substrat microfluidique peut etre obtenue par une 
combinaison des modes decrits precedemment. Pour des substrats microfluidiques avec un 
grand nombre de canaux l'amenee des fluides peut etre automatisee au moyen d'un robot 
de distribution ou de dispense a haute resolution. Par ailleurs les injections en serie ou 
- ....20., . sequentielles supposant-le remplacement. dans le temps d'au moins une solution par une 
autre peuvent etre automatisees par 1' introduction sequentielle dans le reservoir 
correspondant de plusieurs solutions distinctes. Entre deux solutions un tampon neutre 
t non miscible peut etre introduit dans le reservoir. 

Le controle precis de la temperature reactionnelle est un element determinant dans 
25 la realisation de protocoles chimiques, biochimiques et biologiques. 

Dans un mode de realisation prefere de l'invention le dispositif comprend au moins 
un support thermique presentant une face d'echange thermique en contact avec au moins 
une face du substrat microfluidique de sorte que Fechantillon parcourant le canal est porte 
a une temperature determines Dans un mode de realisation avantageux de l'invention le 
30 substrat microfluidique est rapporte de fa?on amovible sur le support thermique. Dans la 
realisation de protocoles complexes, il est souvent indispensable de realiser differentes 
etapes ou reactions a des temperatures distinctes predeterminees. Le controle de la 
temperature reactionnelle est particulierement important pour les. reactions enzymatiques 
qui doivent etre effectues a des temperatures precises. Le dispositif selon l'invention 
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permet de realiser des protocoles comportant differentes etapes a differentes temperatures 
fixes ainsLque, des protocoled . Qomportant^dgs^etapgs. d^ La capacite 

d'effectuer de tels cycles de temperature, est notamment primordiale pour toutes les 
reactions d' amplification d'acides nucleiques. 
5 Le support thermique presente une face d'echange thermique en contact avec une 

face du substrat microfluidique au voisinage de laquelle se trouvent les canaux. De 
preference la face du substrat microfluidique en contact avec le support thermique presente 
une paroi mince. De fa?on plus precise, la paroi est choisie suffisamment mince pour 
permettre un echange thermique avec le support thermique externe au substrat 

10 microfluidique. En particulier, la paroi separant les canaux du support thermique peut etre 
choisie plus mince qu'urie paroi separant les canaux entre eux ou des reservoirs. Selon un 
autre aspect de V invention, la face des canaux opposee a la paroi mince peut presenter une 
barriere thermique, celle-ci pouvant etre realisee par une couche de materiau peu 
conducteur thermique et/ou une structuration du substrat permettant de localiser sur les 

15 canaux une cavite remplie d'air ou d'un gaz peu caloporteur. Cette barriere thermique 
permet d'uniformiser la temperature dans les canaux. 

Le support thermique comporte au moins une zone thermostatee mais il peut aussi 
comporter plusieurs zones thermostatees portees a des temperatures differentes. Les 
differentes zones thermostatees sont disposees de fa?on a coincider avec des portions de 

20 canaux du^ support d'analyse. Ces zones thermostatees definissent des zones, dans 
lesquelles se realise une etape specifique du protocole. Les zones thermostatees coincident 
par exemple avec au moins une zone du substrat microfluidique situee en aval d'un 
raccord entre un reservoir a reactif et un canal. En associant par exemple une zone 
thermostatee du support thermique avec une zone correspondante du substrat 

25 microfluidique par exemple en aval de chaque reservoir a reactif, il est possible de 
controler et d' adapter selectivement la temperature du melange reactionnel circulant dans 
le canal en fonction de chaque reactif utilise et en fonction de la reaction effectuee. Le 
terme aval utilise ici s'entend par rapport a la direction d'ecoulement des echantillons 
depuis la cuvette d'alimentation jusqu'a la cuvette de sortie. Dans un mode de realisation 

30 de l' invention le support thermique comporte au, moins deux zones thermostatees a des 
temperatures differentes agencees de sorte que 1'echantillon parcourant le canal est porte 
success iyement a au moins deux temperatures predeterminees. La temperature peut etre 
regulee, en utilisant differentes zones thermostatees a temperature constante ou en faisant 



* 7 

varier la temperature de la zone thermostatee. Le melange reactionnel parcourant le canal 

_ est ainsi porte, successivement aux different es tem peratures requises. 

On prevoit egalement selon 1' invention un dispositif comprenant au moins une 
zone thermostatee portee a au moins deux temperatures distinctes de sorte que Techantillon 
5 parcourant une fois cette zone est porte a au moins deux temperatures predetermines. 

Alternativement le dispositif selon 1 5 invention comprend au moins une zone thermostatee 
porte a au moins deux temperatures distinctes suivant une succession temporelle formant 
un cycle predetermine de telle sorte que l'echantillon subit au moins une fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. De maniere preferee, la partie du 
10 canal traversant la zone thermostatee est rectiligne. 

Differents systemes peuvent etre envisages pour le support thermique et les zones 
thermostatees. Dans un premier mode de realisation de T invention des elements a effet 
Peltier sont utilises pour le support thermique. Ces elements a effet Peltier sont connus par 
ailleurs. Des jonctions de metaux differents traverses par un courant electrique permettent 
15 de refroidir ou de chauffer une surface reduite. Une sonde de temperature sur P element 
Peltier permet de reguler la puissance qui est proportionnelle a l'intensite electrique et 
done permet de reguler la temperature. A titre alternatif ou complementaire le support 
thermique peut comporter egalement un ou plusieurs canaux traverses par un fluide 
caloporteur. Ce fluide peut etre utilise pour chauffer ou refroidir localement le support 
...... 20 -d-analyse. - . . • 

Preferentiellement, les moyens de chauffage ainsi que les moyens d'injection et de 
controle de fluides ne sont pas integres dans le substrat microfluidique. Le substrat 
microfluidique est rapporte de fa?on amovible sur ces elements de chauffage et d'injection 
de fluides. Cette caracteristique permet de reduire par consequent dans des proportions 
25 importantes le cout du substrat microfluidique. Ainsi ce support peut etre du type a 
utilisation unique ou a utilisations multiples, e'est a dire etre jete apres une ou plusieurs 
utilisations. On entend par utilisation la realisation d'un protocole a grande echelle en 
serie et en parallele sur les canaux du substrat microfluidique. 

Dans un aspect particulierement avantageux de Tinvention, le dispositif conforme a 
30 T invention comporte des moyens de detection pour mesurer une caracteristique physico- 
chimique des echantillons parcourant les canaux. De preference, ces moyens de detection 
sont localises au niveau des cuvettes de sortie desdits canaux. Dans un autre mode de 
realisation les moyens de detection sont localises directement au niveau des canaux et la 
detection est realisee en flux continu. 
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Avantageusement, Finjection des echantillons, l'addition de reactifs, le melange des 
^ solutions^ Ja^regulation de la;temp x efatufe teactionnelle eMa detection sont automatisables. 
dans le dispositif selon l'invention. Le dispositif selon l'invention est done un systeme 
totalement integre dans lequel les interventions manuelles sont reduites. Differents 
protocoles peuvent ainsi etre totalement integres dans le dispositif a flux continu selon 
l'invention. 

L'invention se rapporte aussi a 1' integration de protocoles complexes dans uri 
dispositif microfluidique a flux continu et a la realisation de protocoles en flux continu. 

On prevoit selon l'invention un procede pour la realisation de protocoles biochimiques 
sur au moins un echantillon caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un 
echantillon en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et 
la cuvette de sortie dudit canal, 

b) on injecte au moins un reactif a partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal 
de maniere a melanger ledit echantillon et ledit reactif 

L' echantillon peut ensuite etre preleve dans la cuvette de sortie dudit canal. 

Dans un mode de realisation particulier de Finvention le procede pour la realisation de 
protocoles biochimiques sur au moins un echantillon est caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un 
* echantillon en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et 

la cuvette de sortie dudit canal, 

b) on injecte au moins un reactif a partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal 
de maniere a melanger ledit echantillon et ledit reactif, 

c) on detecte au moins un parametre physico-chimique dudit echantillon dans ledit canal. 
Les precedes conformes a l'invention pourront en outre presenter au moins Tune des 

caracteristiques suivantes : 

- la solution parcourt au moins une zone thermostatee de sorte que la solution est mise a 
une temperature determinee lorsqu'elle parcourt ladite zone thermostatee; 

- la solution parcourt au moins une zone thermostatee portee successivement a au moins 
deux temperatures determinees de sorte que la solution est mise successivement aux dites 
temperatures lorsqu'elle parcourt une fois ladite zone thermostatee ; 

- la solution parcourt une zone thermostatee portee successivement a au moins deux 
temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un cycle 
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predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de temperature 
en parcpurant une fois la zone thermostatee ; , L _ . . ^ 

- la solution subit de 1-35 fois le cycle de temperature en parcourant une fois la zone 
thermostatee. 

5 Le controle de la temperature et la realisation de cyclages thermiques sont des 

elements essentiels pour toutes les reactions enzymatiques et notamment pour les reactions 
d' amplification d'acides nucleiques. Les precedes conformes a l'invention permettent 
d'integrer le melange des echantillons et des reactifs ainsi que les differents traitements 
thermiques et ne necessitent pas de manipulations. 
10 Pour realiser des protocoles a tres grande echelle les procedes conformes a 

l'invention comprendront de preference une des etapes suivantes : 

- on alimente sequentiellement le canal avec une pluralite d' echantillons separes les uns 
des autres par des bouchons constitues d'un fluide inerte non miscible ; 

- les differentes etapes du procede sont realisees simultanement sur une pluralite de 
15 canaux disposes en parallele. 

Les procedes conformes a T invention sont egalement tres avantageux pour toutes 
les reactions impliquant un cyclage de temperature. 

En vue de la realisation de tels protocoles on prevoit selon l'invention un procede pour 
la realisation en flux continu d'au moins un cycle de temperature sur une solution 
20. contenant au moins un echantillon caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec ladite solution contenant au moins un 
echantillon, 

b) on fait parcourir a ladite solution une zone thermostatee portee successivement a au 
moins deux temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un 

25 cycle predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de 

temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

Dans un autre mode de realisation de F invention on prevoit un procede pour la 
realisation en flux continu d'au moins un cycle de temperature sur une solution contenant 
au moins un echantillon caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
30 a) on alimente un canal en flux continu avec ladite solution, 

b) on fait parcourir a ladite solution une zone thermostatee portee successivement a au 

moins deux temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un 

cycle predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de 

temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 
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c) on detecte au moins un parametre physico-chimique dudit echantillon en aval dudit 
... * can al. • - - *^**->9j j.-- -\ m^-***?* ^ ........ ^ *i„ i**^ 

De preference, on peut prevoir que le canal est alimente en flux continu en appliquant 
une difference de pression entre la cuvette d'alimentation et la cuvette de sortie dudit 
5 canal. 

De preference on peut prevoir que la solution subit de 1-35 fois le cycle de temperature 
en parcourant une fois la zone thermostatee. 

Pour realiser des protocoles de cyclage thermique a tres grande echelle les procedes 
conformes a 1' invention comprendront de preference une des etapes suivantes : 
10 - on alimente sequentiellement le canal avec une pluralite d'echantillons separes les uns 
des autres par des bouchons; 

- les differentes etapes du procede sont realisees simultanement sur une pluralite de 
canaux disposes en parallele. 

Les procedes conformes a T invention sont egalement tres avantageux pour toutes 
15 les techniques d' amplification d'acides nucleiques. 

Dans un mode de realisation particulier de l'invention, le procede pour Tamplification 
d'acides nucleiques conforme a l'invention est caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) on melange ledit acide nucleique avec des reactifs appropries pour T amplification 
20 d'acides nucleiques, 

b) on alimente un canal en flux continu avec le melange reactionnel, 

c) on fait parcourir a ce melange reactionnel une zone thermostatee portee 
successivement a des temperatures determinees suivant une succession temporelle 
formant un cycle predetermine, 

25 d) on choisit les temperatures et la duree du cycle de temperature de la zone thermostatee 
ainsi que le temps mis par le melange pour parcourir la zone thermostatee de telle sorte 
que l'acide nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation. 
Dans un autre mode de realisation particulier de l'invention, le procede pour 
P amplification d'acides nucleiques conforme a l'invention est caracterise en ce qu'il 
30 comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution comprenant ledit acide 
nucleique, . . . ... - . 
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b) on injecte au moins un reactif approprie pour 1' amplification d'acides nucleiques a 
partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal de maniere a melanger ledit 
acide nucleique et ledit reactif, 

c) on fait parcourir a ce melange reactionnel une zone thermostatee portee successivement 
a des temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un cycle 
predetermine, 

d) on choisit les temperatures et la duree du cycle de temperature de la zone thermostatee 
ainsi que le temps mis par le melange pour parcourir la zone thermostatee de telle sorte 
que l'acide nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation. 
Les procedes conformes a l'invention pourront en outre presenter au moins Tune des 

caracteristiques suivantes : 

- on alimente le canal en flux continu en appliquant une difference de pression entre la 
cuvette d' alimentation et la cuvette de sortie dudit canal. 

- le canal est forme dans un substrat en silicium. 

- on alimente sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'acides nucleiques separes 
les uns des autres par des bouchons. 

- les etapes a), b), c) et d) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes 
en parallele. 

Les procedes et les dispositifs conformes a l'invention permettent d'integrer en flux 
continu- des- protocoles de genotypage a grande echelle et notamment des protocoles de 
microsequen9age . 

En vue de la detection en flux continu d'au moins un nucleotide dans au moins un 
acide nucleique cible, on prevoit un procede caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution comprenant ledit acide 
nucleique ; 

b) on injecte le reactif de microsequen9age comprenant le tampon de microsequengage, 
P amorce de microsequengage, au moins un ddNTP et une polymerase, dans ledit canal 
de maniere a melanger ledit acide nucleique et ledit reactif; 

c) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee de fa$on a obtenir au 
moins un cycle comprenant la denaturation de Pacide nucleique cible, Phybridation 
dudit acide nucleique avec Pamorce de microsequen9age et P incorporation du ddNTP, 
complementaire au nucleotide a detecter, a Pextremite 3' de ladite amorce ; 
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d) on detecte au moins un ddNTP incorpore a Fextremite 3' de F amorce de 

^ . ^ n uGtose quengage^iOiiu £i&vi*.*ii*- : **< ^wi. ivu, . .. »i"v»* • ~ — 

Optionnellement ce procede de microsequen9age conforme a F invention peut 
comprendre au moins une des etapes ou suivantes : 
5 - on alimente le canal en flux continu en appliquant une difference de pression entre la 
cuvette d'alimentation et la cuvette de sortie dudit canal. 

- la zone thermostatee est portee successivement a des temperatures determinees suivant 
une succession temporelle formant au moins un cycle. 

- les ddNTPs sont marques avec des fluorophores et a Fetape d) on detecte la 
10 fluorescence du ddNTP incorpore. 

- les etapes a), b) 5 c) et d) sont realisees simultanement sur une pluralite de canaux 
disposes en parallele. 

Avantageusement le protocole de microsequen9age est precede d'une reaction 
d' amplification et d'une reaction de purification du produit d' amplification. Toutes ces 
15 etapes reactionnelles sont integrees dans le meme dispositif microfluidique conforme a 
T invention. 

Le procede pour la detection en flux continu d'au moins un nucleotide dans au 
moins un acide nucleique cible est caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un acide 
20 nucleique cible ; 

b) on injecte le reactif pour 1' amplification de la region de 1' acide nucleique cible portant 
au moins un nucleotide a detecter, dans ledit canal a partir d'un premier reservoir a 
reactif; 

c) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee de telle sorte que Facide 
25 nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation; 

d) on injecte le reactif pour la purification du produit d' amplification dans ledit canal a 
partir d'un deuxieme reservoir a reactif; 

e) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee pour realiser la reaction 
de purification ; 

30 f) on injecte le reactif de microsequen9age comprenant le tampon de microsequencjage, 
F amorce de microsequenfage, au moins un ddNTP et une polymerase, dans ledit canal 
a partir d'un troisieme reservoir a reactif; . 
g) on fait parcourir au melange reactionnel au moins une zone thermostatee de fa?on a 
obtenir au moins un cycle comprenant la denaturation de Facide nucleique cible, 
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rhybridation dudit acide nucleique avec l'amorce de microsequen9age et 
T incorporation du ddNTP, complementaire au nucleotide a detecter, a l'extremite 3' de 
ladite amorce ; 

h) on detecte au moins un ddNTP incorpore a l'extremite 3' de l'amorce de 
5 microsequenfage. 

Le procede conforme a V invention peut en outre comporter les etapes suivantes : 

- on alimente le canal en flux continu en appliquant une difference de pression entre la 
cuvette d' alimentation et la cuvette de sortie dudit canal. 

- aux etapes c) et e) la zone thermostatee est portee successivement a des temperatures 
10 determinees suivant une succession temporelle formant au moins un cycle. 

- les ddNTPs sont marques avec des fluorophores et dans lequel a I'etape h) on detecte la 
fluorescence du ddNTP incorpore. 

- le reactif pour la purification comprend une exonuclease et une alkaline phosphatase. 

- les etapes a), b), c), d), e), f), g) et h) sont realises simultanement sur une pluralite de 
15 canaux disposes en parallele. 

Un autre aspect particulierement avantageux de l'invention est la miniaturisation 
des volumes reactionnels. Typiquement les volumes reactionnels sont de l'ordre de 0,1 jal a 
lOjil. Dans un mode de realisation prefere de l'invention les volumes reactionnels sont de 
l'ordre de l'ordre de 0,5|al a 5|jl De preference le volume de l'echantillon initial est de 1-2 
20 " \xl 

D'autres caracteristiques et avantages de Finvention apparaitront dans la 
description de modes preferes de realisation donnes a titre d'exemple et non limitatifs. 

Description detaillee de modes de mise en oeuvre de l'invention 

25 Dans la description qui suit des parties identiques, similaires, ou equivalentes des 

figures sont reperees avec les memes references numeriques afin d'en faciliter la lecture. 
Substrat microfluidique 

La figure 1 est une coupe d'un substrat microfluidique 100 conforme a 
l'invention. Sur cette figure est representee une cuvette d'entree 102 formee pour 

30 l'essentiel par une ouverture traversante pratiquee dans un substrat 100a, au voisinage de 
l'une de ces extremites. De la meme fa^on, une cuvette de sortie 104 est pratiquee au 
voisinage d'une deuxieme extremite. Les cuvettes 102, 104 debouchent en une premiere 
face 106 du substrat 100. Un canal interne 108 relie les cuvettes d'entree et de sortie. 




14 

Le canal 108 se presente sous la forme d'une rainure gravee dans un second 
substrat 100b colle au premier sub strat de -sorte que ce dernier -recouvre la rainure. 

On observe que la profondeur de la rainure est pratiquement egale a l'epaisseur du 
deuxieme substrat 100b, de sorte que seul une mince paroi 110 separe le canal 108 d'une 
5 deuxieme face 112 du substrat microfluidique 100. 

Dans Texemple illustre, le substrat 100 est de forme generate parallelepipedique et 
les premiere et deuxieme faces sont les faces principales opposees et paralleles. La figure 
represente egalement en coupe des reservoirs de reactif 120a, 120b, 120c agences entre les 
cuvettes d'entree ou d 5 alimentation 102 et de sortie 104. Les reservoirs debouchent 
10 egalement sur la premiere face 106 du support d'analyse 100. Des raccords ou passages 
122a sont prevus pour relier chacun des reservoirs au canal 108. 

Pour des raisons de simplification, les passages 122a sont representes dans le plan 
de la figure, de sorte que les reservoirs ne se distinguent pas des cuvettes d 5 alimentation et 
de sortie sur la figure 1 . 
15 Systemes d' alimentation en fluides 

La figure IB montre un substrat microfluidique conforme a la figure 1A dont les 
reservoirs 120a, 120b et 120c sont respectivement associes a des moyens d'amenee de 
fluide 150a, 150b et 150a 

Ces moyens comportent des bouchons, ou capuchons d' alimentation 152a, 152b, 
20 152c appliques de fa?on etanche au-dessus des reservoirs et relies a des pousse-seringues 
154 a, 154b et 154c qui contiennent des reactifs. Les capuchons peuvent etre colles a la 
surface du substrat microfluidique ou serres contre la surface en utilisant un joint 
d'etancheite. 

Les references 156a, 156b et 156 c desigrient respectivement des capteurs de 
25 pression menages sur des conduites reliant les pousse-seringues aux capuchons 152a, 152b 
et 152c de fa?on a controler la pression et/ou le debit des reactifs. 

Bien que non represente, un systeme d'alimentation semblable . peut egalement 
equiper les cuvettes d'alimentation ou d'entree. 

Comme le montrent les figures 1 A et IB, les cuvettes d'entree et les reservoirs sont 
30 soumis a la pression atmospherique, ou a une pression fixee par le systeme d'alimentation, 
tandis qu'une ligne a vide 124 est appliquee aux cuvettes de sortie. La figure 2 montre de 
fa^on plus precise et de fagon separee les deux substrats 100a et 100b qui forment le 
substrat microfluidique. ' ■ < 



(# 

15 

On observe que le substrat microfluidique comporte une pluralite de cuvettes 
x . 4'alimentation 102 et une.pluralite de cuvettes ; de sortie J. Q4. .... 

Les cuvettes ont la forme d'ouvertures traversantes pratiquees dans le premier 
substrat 100a. Ces ouvertures presentent une forme evasee en V, formant un entonnoir. 
5 Par ailleurs dans Texemple de la figure 2, chaque cuvette d'entree 102 est individuellement 
reliee a une cuvette de sortie 104 par un canal 108. Le substrat microfluidique comprend 
trois reservoirs a reactif 120a, 120b, 120c. Dans cet exemple, chaque reservoir est 
commun a plusieurs canaux 108 auxquels il est relie au moyen de raccords 122a, 122b. La 
reference 122a designe plus precisement des pelages du premier substrat 110a reliant un 
10 reservoir a des embranchements 122b correspondants, pratiques dans le deuxieme substrat 
110b et connectes respectivement aux canaux. Bien entendu, des reservoirs peuvent 
egalement etre individualises pour les differents canaux. 

Les quantites de fluide (echantillons et reactifs) qui se melangent au croisement des 
embranchements 122b et des canaux 108 dependent de la taille respective de ces 
15 embranchements et des canaux 108. 
Support thermique 

La figure 3 montre un substrat microfluidique 100, conforme a celui de la figure 2, 
dont les substrats 100a et 100b sont definitivement colles. Le substrat microfluidique est 
represents au-dessus d'un support thermique 200 correspondant. 
* 20 ... ~. Le support thermique 200 presente une face d'echange thermique 212-tournee vers . 
la deuxieme face 112 du substrat microfluidique 100, au voisinage de laquelle se trouvent 
les canaux. La -face d'echange thermique 212 presente trois zones thermostatees 220a, 
220b, 220c equipees chacune d'une ou plusieurs sources thermiques (non representees). 

Les trois zones thermostatees 220a, 220b, 220c sont disposees de fa?on a co'mcider 
25 avec des portions de canaux du substrat microfluidique situes au voisinage respectivement 
des reservoirs 120a, 120b, 120c, ou plus precisement des embranchements apportant les 
reactifs. 

La figure 4 et 5 presentent deux variantes de realisation du dispositif permettant 
d'ameliorer l'uniformite de la temperature dans les canaux en isolant leur face superieure, 
30 c'est a dire la face opposee a ladite deuxieme face 112 du substrat microfluidique. Une 
premiere solution representee a la figure 6 consiste a realiser dans la partie superieure 1 10a 
du support une cavite 160 (debouchante ou non). Cette cavite coincide avec au moins une 
partie du canal 108. Une seconde solution representee a la figure 5 consiste a mettre en 
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place entre les parties superieure et inferieure 100a, 100b du substrat micro fluidique une 

* ■ '^-cduchte lO0c-de>materiau4solant thermique. . - • ji-j> .c^iaum** 

Procedes de fabrication d'un substrat microfluidique 

Dans une realisation particuiiere du substrat microfluidique, celui-ci peut comporter 

5 un premier substrat presentant des ouvertures traversantes qui forment respectivement les 

cuvettes, les raccords et les reservoirs et un deuxieme substrat, colle au premier substrat 

presentant des rainures, recouvertes par le premier substrat pour former des canaux et 

comcidant respectivement avec les ouvertures traversantes. Cette structure 

particulierement simple permet de reduire les couts de fabrication des substrats 

10 microfluidiques. La fabrication du substrat microfluidique peut avoir lieu, conformement a 

Tinvention, selon un procede comprenant les etapes successives suivantes : 

- formation, dans un premier substrat, d'ouvertures traversantes, lesdites ouvertures 
correspondant respectivement a des cuvettes d 5 alimentation ou a des cuvettes de sortie, 
ou a des reservoirs de reactif, 

15 - formation dans un deuxieme substrat de rainures selon un motif permettant de relier 
entre elles au moins deux ouvertures du premier substrat, 

collage du premier substrat sur le deuxieme substrat de fa9on a recouvrir les rainures, 

- amincissement du deuxieme substrat, apres le collage, en preservant une epaisseur de 
substrat superieure a une profondeur maximale des rainures. 

20 Les figures 6 a 9, decrites ei-apres donnent un exemple de procede de realisation d'un 
substrat microfluidique tel que decrit precedemment. 

Dans une premiere plaque de substrat 110a, par exemple en silicium, on pratique, 
comme le montre la figure 6, des ouvertures traversantes. Ces ouvertures traversantes 
constituent les cuvettes ou les reservoirs 102, 104, 120a, 120b, 120c. Les ouvertures 

25 gravees par voie chimique sont realisees avec des flancs inclines par gravure chimique 
anisotrope par exemple (KOH) de fa<?on a leur conferer une forme evasee. L' emplacement 
des ouvertures est defini par un masque de gravure (non represente) en coincidence avec le 
motif des rainures. Le pelage de la couche 100c de materiau isolant thermique, par 
exemple SiC>2 dans le cas de la variante proposee figure 5, peut etre eflfectue, par exemple, 

30 par gravure GHF 3 par voie seche, la dimension de la perforation etant definie par un 
masque de gravure ou en utilisant les parois du trou cree par voie chimique comme 
masque. 

La figure 7 montre la gravure de rainures formant les canaux 108, dans un 
deuxieme substrat 100b par exemple de silicium. La gravure est effectuee a travers un 
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masque de gravure (non represente) presentant un motif correspondant aux canaux 
souhaites. II s'agit par exemple, .d'une gravure chimique (KOH). t La profondeur des 
rainures est par exemple de l'ordre de lOOjim pour un substrat 100b d'une epaisseur de 250 
a 450(i.m. 

5 II peut s'agir aussi d'une gravure seche SG6 permettant de realiser des rainures plus 

profondes que larges par exemple 100|j.mx20jj.m. 

Une troisieme etape representee a la figure 8 comprend 1$ scellement des premiers 
et deuxieme substrats 100a et 100b, de maniere a mettre en communication les cuvettes ou 
reservoirs 102, 104, 120a, 120b, 120c, avec les canaux (rainures) 108 correspondants. Le 
10 scellement a lieu, par exemple, par collage direct (moleculaire) des deux substrats. 

Lors de cette operation, les rainuresl08 du deuxieme substrat 100b sont recouvertes 
par le premier substrat 100a pour former les canaux. 

Une derniere etape, representee a la figure 9, comprend l'amincissement du 
deuxieme substrat 100b de fa9on a ne preserver entre le canal 108 et la surface exterieure 
15 1 12 qu'une mince paroi 1 10. 

Cette paroi 110 presente une epaisseur de l'ordre de lOjam de fa9on a favoriser les 
echanges thermiques. L'amincissement est realise par gravure et/ou par polissage 
mecanochimique. 

Une pluralite de substrats microfluidiques conformes a 1' invention peuvent etre 
20 fabriques simultahement et collectivement selon le procede ci-dessus'dans deux tranches 
de silicium (correspondant aux premier et deuxieme substrat). Dans ce cas, le procede est 
complete par un decoupage des tranches a la scie pour individualiser les substrats 
microfluidiques. 

Dispositifs et procedes pour la realisation de protocoles biochimiques par cyclage 
25 thermique 

Les dispositifs et procedes .conformes a Tinvention permettent de realiser en flux, 
continu des protocoles biochimiques incluant une etape par cyclage thermique. La 
presente invention se rapporte entre autres a la reaction de polymerisation en chaine (ou 
PCR), largement utilisee en analyse genetique. L' invention qui est utilisable en analyse 
30 genetique est cependant egalement utilisable pour de nombreux protocoles dans le domaine 
de la biochimie et de la biologie moleculaire. 

On fera d'abord de brefs rappels sur les proprietes physico-chimiques de 1'ADN 
puis nous presenterons un element d'art anterieur concernant un dispositif pour realiser la 
PCR. 



18 

L'ADN est une macromolecule composee d'un enchainement de quatre nucleotides 
!'rdiffer^nts ( AL C , G, T). Les Quatre nucleotides^ deux a deux 

(A:T et G:C). On parle de complementarity Deux brins complementaires sont capables de 
s'hybrider et de se separer successivement a 1'infini. L'etat double ou simple brin depend 
des conditions de stringeance (pH, sel, temperature). C'est cette capacite d'hybridation et 
de denaturation successives qui est utilisee au cours de la reaction de PCR (reaction de 
polymerisation en chaine). 

Dans la nature, lors de la division cellulaire, l'ADN est duplique de fa9on a assurer 
la transmission de reformation genetique. La synthese de cet ADN est assuree par des 
enzymes. II s'agit des ADN polymerases. A partir d'un brin d'ADN matrice, elles 
incorporent en face de chaque nucleotide celui qui lui est complementaire, creant ainsi un 
nouveau brin d'ADN. C'est l'elongation. 

In vitro, pour realiser cette synthese, il faut fournir a la polymerase en plus de la 
matrice et des dNTP, une amorce qui permettra d'initier la polymerisation. Cette amorce 
est un court fragment d'ADN (une vingtaine de nucleotides environ) complementaire 
d'une extremite du fragment d'ADN matrice. Pour obtenir de l'ADN double brin, il faut 
deux amorces : une sur chaque brin, de part et d'autre du fragment que Ton veut amplifier. 

En vue de reproduire un ADN en de multiples exemplaires, la PCR exploite les 
capacites de denaturation et d'hybridation de l'ADN ainsi que l'elongation par une 
polymerase. Le principe est le suivant : ^ 

- denaturation de l'ADN par chauffage de la solution a 94°C, de fafon a separer 
completement les deux brins d'ADN et a eliminer les structures secondaires ; 

- hybridation de 1' amorce sur le simple brin en abaissant la temperature afin de permettre 
Pappariement specifique ; et 

- elongation d'un brin d'ADN en se pla9ant a la temperature optimale d'activite de la 
polymerase thermostable, soit 72°C. 

Apres ces trois etapes qui constituent un cycle, on denature a nouveau : l'ADN 
neosynthetise va servir a son tour de matrice. Les cycles sont ainsi repetes vingt a trente 
fois. L' augmentation de la quantite de matrice est exponentielle. 

II existe, en analyse genetique, d'autres protocoles necessitant des cyclages en 
temperature : ainsi on connait des techniques d' amplification derivees de la PCR 
(Polymerase Chain Reaction) telles que la RT-PCR, la PCR allele specifique, et la Taq 
Man PCR (White B.A., 1997). On connait egalement des techniques de LCR (Ligase 
Chain Reaction) comme la LCR, la Gap LCR, Asymetric Gap LCR, la RT-LCR, 
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1' Oligonucleotide Ligation Assay (OLA), et laPCR-OLA (Bouma, SR., 1993), (Segev, D., 
1990), (Nikiforoy, T., 1995), (Marshall, R.L., 1994), Nickerson, D.A et al. s 1990). On 
connait des reactions de sequen9age cyclique a partir de clones ou de reactions de PGR. On 
connait des reactions de microsequengage cyclique (single nucleotide primer extension) 
5 (Cohen, D., 1996). 

Toutes ces techniques sont concernees par F invention dans la mesure ou elles 
impliquent un cyclage en temperature. 

Differents dispositifs ont ete con9us pour mettre en oeuvre ies protocoles 
biologiques incluant des etapes de cycles thermiques. 

10 Dans un type de dispositif connu, Techantillon biologique est place dans un 

reservoir qui est porte successivement aux temperatures requises pour obtenir les 
traitements thermiques desires. Certains dispositifs utilisent un systeme de 
thermostatisation par effet Peltier. Le temps de reponse thermique de ces dispositifs est de 
1'ordre de 3°C/s. La methode utilisee par ces dispositifs est simple a mettre en oeuvre 

15 mais il en resulte des temps de cycle tres longs pour realiser l'ensemble du protocole. 
Cette solution ne permet pas d'augmenter les vitesses des reactions. 

D'autres techniques utilisent un reservoir grave dans un substrat de silicium. Le 
chaufFage du reservoir est obtenu par une resistance electrique formee par un depot de 
platine. Le refroidissement du reservoir est obtenu par conduction permanente sur une 

20 plaque froide. Pour ameliorer le temps de reponse thermique lors des cycles de 
temperature, le reservoir (ou chambre de reaction) est suspendu par des poutres en silicium 
realisees par gravure chimique dans le substrat. Le temps de reponse thermique est 
superieur a la dizaine de degres par seconde. La technique utilisee est cependant 
difficilement compatible Fintegration des protocoles dans un « laboratoire sur puce » c'est 

25 . a dire dans un substrat microfluidique ou le principe est de faire circuler des liquides entre 
differentes reactions biologiques ou biochimiques. En particulier, il n'est pas possible de 
travailler en flux continu et done d'integrer un protocole a grande echelle. 

Dans un autre type de dispositif connu des micro-canaux permettant de faire 
circuler des fluides biologiques sont micro-usines sur un substrat de silicium, de verre ou 

30 de materiau polymere. Ces micro-canaux ou capillaires permettent de faire circuler en 
permanence des echantillons. Le fluide traverse successivement des zones a temperatures 
fixees suivant les traitements thermiques necessaires. Cette solution conduit a realiser les 
microcanaux sous forme de serpentins. 
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La figure 10 illustre un dispositif de ce type. II s'agit d'une vue de dessus d'un 

... §ub£t!&t ,dans. Jgquel un micxp-canal 1, jep^njte^^e mm&fbfiffWte* a^ete forme. Le 

micro-canal 1 forme un serpentin entre un orifice d'entree 2 et un orifice de sortie 3. Les 
references 4, 5 et 6 represented des zones soumises a des temperatures Tl, T2 et T3 
5 respectivement. Le serpentin comporte des sections actives dans lesquelles le fluide a 
traiter subit le cycle denaturation-hybridation-elongation, ces sections actives alternent 
avec des sections passives servant a ramener le fluide dans la zone a temperature de 
denaturation. 

Un inconvenient majeur de cette disposition est qu'elle impose des limites 

10 redhibitoires a la miniaturisation. En efFet , il est necessaire de disposer d'autant de zones 
thermiques qu'il y a de temperatures differentes dans un cycle thermique. De plus, chaque 
zone thermique doit etre separee d'une distance suffisante d'une autre zone thermique afin 
de garantir une temperature uniforme dans les zones isothermes. Un autre obstacle a la 
miniaturisation est du au nombre de boucles du serpentin qui correspond au nombre de 

15 cycles thermiques desires. La miniaturisation implique une diminution de la largeur des 
canaux, ce qui pose des problemes fluidiques (risque de bouchage, pertes de charge). De 
plus, a debit de liquide impose, les vitesses d'ecoulement deviennent importantes, ce qui 
oblige a augmenter les dimensions des zones thermiques. En efFet, la longueur d'une zone 
de chauffe doit etre egale au temps de la reaction multiplie par la vitesse du liquide. 

20 Le document GB-A-2 325 464 divulgue encore un autre type de dispositif. Dans ce 

dispositif, la chambre de reaction comporte une pluralite de microcanaux paralleles, ayant 
une entree et une sortie communes. Le fluide a traiter passe dans la chambre de reaction et 
est soumis a trois temperatures differentes, soit dans trois zones separees.soit dans une 
meme zone. Le dispositif n'est pas .congu pour travailler en flux continu puisque le fluide 

25 est maintenu a T arret durant les etapes du precede. Au mieux la circulation du fluide peut 
etre reprise pendant l'etape d'elongation. Cette solution implique des moyens sequentiels 
de mise en circulation du fluide assez complexes et qui doivent etre parfaitement 
coordonnes avec les cycles de temperature. 

On connait par ailleurs du document US-5 736 314 un dispositif permettant de 

30 mettre en oeuvre la PCR. La solution parcourt un tube entoure d'elements chauffants 
annulaires. Chaque element chauffe a une temperature donnee le tron9on de tube qu'il 
entoure. A mesure qu'elle parcourt le tube, la. solution est donc^soumise a differentes 
temperatures successives qui, convenablement choisies, permettent de mettre en ceuvre la 
PCR. Ce dispositif a pour inconvenient qu'il requiert d' avoir autant de zones thermiques 
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qu'il y a de temperatures differentes dans un cycle et qu'il y a de cycles. Cela rend le 
circuitde la solution parti culierement long: De plus, chaque zone thermique doit etre isolee 
le mieux possible des zones adjacentes pour garantir autant que possible une temperature 
uniforme dans chaque zone. Or, cela est difficile a realiser en pratique et/ou tres couteux. 
De plus, cela allonge egalement le circuit. 

Aucun des dispositifs de Tart anterieur ne permet de traiter un echantillon par un 
protocole thermique a flux continu et en ayant le meilleur compromis entre les parametres 
suivants: 

- surface active minimale pour le dispositif, 

- debit de substance traitee maximum (volume de reaction par unite de temps), 

- section de canal maximale pour une surface interne des canaux minimale. 

Un but de l'invention est de fournir un dispositif de cyclage thermique permettant 
de reduire la longueur du circuit de la solution et d'obtenir a faible cout les temperatures 
exactement requises pour le cyclage thermique. 

En vue de la realisation de ce but, on prevoit selon l'invention un dispositif pour la 
realisation de reactions chimiques ou biochimiques par cyclage thermique, comportant au 
moins un canal, des moyens pour alimenter en continu le canal avec une solution et des 
moyens pour donner au canal au moins deux temperatures predeterminees de sorte que la 
solution est mise a ces temperatures lorsqu'elle parcourt une fois le canal, le dispositif 
comportant des moyens pour -faire passer le canal de Tune a I'autre des temperatures au 
cours du temps durant le parcours du canal par la solution. 

Ainsi, toute la solution circulant dans le canal (ou dans le trongon de canal 
considere) est portee successivement aux differentes temperatures requises par le cyclage 
thermique. En choisissant la vitesse de parcours, bn-determine done le nombre de fois ou la 
solution subit ce cyclage dans le canal. Le nombre de cycles sera d' autant plus eleve que la 
vitesse de parcours de la solution sera basse. 

L'invention permet de reduire les dimensions du dispositif, ce qui reduit le cout de 
realisation. L'utilisation d'une seule zone thermique pour le canal supprime les difficultes 
apparaissant dans Tart anterieur avec les zones thermiques voisines a temperatures 
differentes. L'invention permet de donner au canal une configuration lineaire, ce qui est 
facile, et done peu couteux, a fabriquer. II est tres avantageux de supprimer les virages et 
de diminuer la longueur des canaux notamment quand le fluide circule par effet electro- 
osmotique. L'invention limite les risques de contamination entre differents protocoles 
successifs et facilite les rin9ages et les nettoyages. Les temps des differentes etapes des 
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cycles peuvent etre facilement modifies sans changer ni la microstructure, ni le mode de 
* y„ thermostatisation, mais uniquement le debit du fluide a traiter^JDes debits tres lents peuvent 
etre utilises puisque la longueur du circuit peut etre petite. Ceci apporte beaucoup 
d'avantages, notamment lorsque le liquide est deplace par pression car les pertes de charge 
5 sont beaucoup plus petites. L' invention permet de traiter rapidement une grande quantite 
de solution puisque le cyclage thermique a lieu a flux continu de liquide. Elle permet 
d'assurer un haut debit de liquide. 

L'invention permet d'effectuer de nombreux protocoles tels que : 

- tous les types de PCR comme la PCR, la RT-PCR, la PCR allele specifique, la Taq man 
10 PCR . . . ; 

- tous les types de LCR (Ligase Chain Reaction) comme la LCR, la Gap LCR, 1' Asymetric 
Gap LCR, la RT-LCR, V Oligonucleotide Ligation Assay (OLA), et la PCR-OLA ; 

- les reactions de sequen9age cyclique a partir de clones ou de reactions de PCR ; 

- les reactions de microsequensage cyclique (single nucleotide primer extension) ; et 
15 - toute autre operation biologique necessitant des cyclages thermiques. 

L'invention pourra presenter en outre au moins Tune des caracteristiques 
suivantes : 

- le dispositif est agence de sorte que la solution est mise aux temperatures suivant une 
succession temporelle formant un cycle predetermine et de sorte que la solution subit au 

20 moins deux fois le cycle lorsqu'elle parcourt une fois le canal ; 

- le dispositif est agence de sorte que la solution est mise a au moins trois temperatures 
differentes lorsqu'elle parcourt une fois le canal ; 

- le dispositif comporte au moins deux canaux en communication mutuelle et des moyens 
pour donner a chaque canal au moins deux temperatures respectives predeterminees et pour 

25 faire passer chaque canal au cours du temps de Tune a Tautre des temperatures associees 
de sorte que la solution est mise aux temperatures lorsqu'elle parcourt une fois chaque 
canal ; 

- le canal etaht un premier canal et les moyens de modification de la temperature etant 
aptes a la modifier durant une periode predeterminee, le dispositif comporte au moins un 

30 canal a temperature constante durant la periode predeterminee et communiquant avec le 
premier canal ; 

- le dispositif comporte plusieurs canaux disposes en parallele les uns aux autres, les 
canaux' ayant des temperatures identiques entre eux a un instant quelconque donne ; 

- le dispositif comporte une plaque dans laquelle est menage le ou chaque canal ; et 
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- la plaque est en silicium. 

_ — .On prevoit egalement selpn J' invention ,un. precede, .cte realisatipa de reactions 
chimiques ou biochimiques par cyclage thermique, dans lequel on alimente en continu au 
moins un canal avec une solution et on donne a la solution au moins deux temperatures 

5 predetermines de sorte que la solution est mise aux temperatures lorsqu'elle parcourt une 
fois le canal, dans lequel on fait passer le canal de Tune a Pautre des temperatures au cours 
du temps durant le parcours du canal par la solution. 

Le precede pourra presenter en outre au moins Tune des caracteristiques suivantes : 

- la reaction concerne de P ADN ou des fragments d 5 ADN ; 

10 - la reaction met en oeuvre une synthese d' ADN ou de fragment d' ADN ; et 

- la reaction comprend une reaction de polymerisation en chaine. 

On prevoit en outre selon P invention un produit ayant subi une reaction chimique 
ou biochimique realisee selon un precede conforme a P invention. 

D'autres caracteristiques et avantages de Pinvention apparaTtront encore dans la 
15 description suivante de cinq modes preferes de realisation donnes a titre d'exemples non 
limitatifs. Aux dessins annexes : 

- les figures 11 a 15 sont des vues schematiques de dispositifs selon cinq modes de 
realisation respectivement ; 

- la figure 16 est une vue en plan d'un substrat utilisable pour ces cinq modes ; et 

20 - les figures 1 7 et 1 8 sont des vues transversales en coupe selon les plans respectifs VTI-VTI 
et VIII- VIH de la figure 16. 

On va decrire dans leurs principes en reference aux figures 11a 15 cinq modes de 
realisation du dispositif de Pinvention applique ici a la mise en oeuvre d'un protocole de 
PCR par cyclage thermique. 

25 • Dans le premier mode de realisation illustre a la figure 11, le dispositif 101 

comporte une unite de cyclage thermique 102 comprenant un substrat 103. Le substrat 
sera decrit plus bas en plus grands details en reference aux figures 16 a 18. Le substrat 103 
presente un canal 104 en communication de fluide par son extremite amont avec un 
conduit d 5 alimentation amont 106 et par son extremite aval avec un conduit de sortie aval 

30 108. 

Le dispositif 101 comprend des moyens 105 pour faire parcourir en continu le canal 
104 par une solution amenee par le conduit 106 et sortant par le conduit 108, la solution 
parcourant ainsi une seule fois le canal 104 suivant sa longueur durant tout le protocole. La 
solution contient les reactifs necessaires pour la realisation de la PCR. 
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L'unite 102 comprend des moyens pour chauffer ou refroidir a volonte le substrat 

103, ces moyens etant classiques et connus en-spiwDansJa suite, .et .pour ia^simplicite, ces 

. . . ^ ^ ...... . 

moyens seront appeles moyens de chauffage etaht entendu qu'ils servent au chauffage et 
au refroidissement et ainsi permettent d'elever ou d'abaisser la temperature du substrat et 

5 du canal. Les moyens de chauffage sont agences pour chauffer ou refroidir le substrat 103 
dans son integralite de sorte que quelle que soit la temperature qu'ils conferent a un instant 
donne au canal 104, tous les tron9ons du canal 104 ont meme temperature entre eux. 

L'unite 102 comprend des moyens pour commander les moyens de chauffage afin 
qu'ils donnent au canal 104 differentes temperatures successivement au cours du temps. 

10 Ces temperatures sont ici au nombre de trois et sont celles, connues, utilisees lors de la 
PCR. Ainsi, le canal 104 est d'abord place a une temperature Tl, puis refroidi a une 
temperature T2, puis rechauffe a une temperature intermediate T3. Cette succession 
temporelle forme un cycle de temperature. Ce cycle est repete de nombreuses fois au cours 
du temps, comme 1'illustre le graphe de la figure 11. Ainsi, apres une periode a la 

15 temperature T3, le canal 104 est a nouveau place a la temperature Tl pour le debut d'un 
nouveau cycle et ainsi de suite. 

Ce cyclage est effectue alors que la solution parcourt le canal depuis le conduit 
d'alimentation 106 jusqu'au conduit de sortie 108. On choisit ici la section du canal 104 et 
la vitesse de la solution de sorte que la solution portee aux differentes temperatures Tl T2 

20 et T3, entre son entree et sa sortie du canal, subitTe cycle de vingt a trente fois par , 
exemple. Par consequent, les reactions de PCR se succedent les unes aux autres. Les 
differents tron?ons du canal qui d'amont en aval ont a un instant donne la meme 
temperature, se differencient seulement par le fait qu'ils sont traverses par des fractions de 
solution respectives qui ont deja subi un nombre de cyclages thermiques different et 

25 d'autant plus eleve que ces fractions de solution s'approchent du conduit de sortie. 

Le deuxieme mode de realisation, illustre a la figure 12 avec des references 
augmentees de 100, se differencie du precedant seulement par le fait que plusieurs canaux 
204 s'etendant en parallele sont menages dans le substrat 103. Il.se passe dans chaque 
canal 204 de ce mode ce qui se passait dans le canal 104 du premier mode. Notamment, les 

30 moyens de chauffage effectuent le meme cyclage thermique sur tout le substrat. Dans ce 
deuxieme mode, a un instant quelconque, tous les troncjons de tous les canaux 204 ont 
meme temperature entre eux. Les canaux 204 ont iclchacun leurs conduits d'alimentation 
et de sortie en propre. On peut ainsi traiter en meme temps des solutions differentes. 
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Alternativement, les canaux 204 pourraient etre associes a des conduits d'alimentation et 
de sortie .communs, par exemple si la merrie solution parcourt les differents canaux. 

Dans le troisieme mode de realisation illustre a la figure 13, et pour lequel les 
references des elements analogues sont augmentees de 200, le dispositif comporte a 
5 nouveau plusieurs canaux. De plus, il comporte cette fois non plus une seule unite de 
cyclage thermique 302 (a substrat, moyens de chauffage et moyens de commande), mais 
plusieurs unites 302a, 302b de ce type, par exemple au nombre de deux. Les deux unites 
302a, 302b sont disposees en serie de sorte que les canaux 304a, 304b de l'unite amont 
302a communiquent par leur extremite aval et via des conduits de transfert respectifs 309 

10 avec les extremites amont des canaux 304b de l'unite aval 302b. Chaque ensemble de 
canaux en communication mutuelle forme un circuit. 

L'unite amont 302a est en soi identique a celle du deuxieme mode et soumet la 
solution au cyclage thermique dej a decrit associe aux temperatures Tl, T2 et T3. L'unite 
aval 303b effectue en l'espece un cyclage thermique dont les parametres sont differents de 

15 ceux du cyclage de l'unite amont. Ainsi, ce cyclage aval est associe a trois temperatures 
T4, T5 et T6, differentes des temperatures Tl, T2 et T3. De plus, la duree et la succession 
des temperatures, illustrees au graphe le plus bas sur la figure 3, sont differentes de celles 
du premier cyclage. Par consequent, la solution parcourant chaque circuit subit d'abord 
plusieurs fois le cyclage de l'unite amont 302a a mesure qu'elle parcourt cette unite, puis 

20 traverse 4e conduit de transfert 309 et arrive, sur l'unite aval 302b ou elle subit le-cyclage 
propre a cette unite, et ce plusieurs fois pourvu que la vitesse de la solution dans cette. unite 
soit suffisamment lente. La solution sort enfin du dispositif 301 par le conduit de sortie 
308. 

Dans le dispositif selon le quatrieme mode de realisation illustre a la figure 14, les 
25. references numeriques des elements analogues ont ete augmentees de 300.. Le dispositif 
401 comporte une unite de cyclage thermique 402 semblable a celle du deuxieme mode. II 
comporte en outre deux unites 410a et 410b comprenant chacune un substrat 403 et des 
moyens pour assurer aux canaux 412 traversant ces unites une temperature, respectivement 
T7 et T8, temporellement constante. Les trois unites 410a, 402 et 410b sont. disposees en 
30 serie et dans cet ordre avec leurs canaux respectifs en communication d'amont en aval. 
Ainsi, la solution introduite dans un conduit d'alimentation 406 parcourt un canal 412 de 
l'unite amont 410a ou elle est placee a la temperature T7 constante pendant une periode 
predeterminee, notamment superieure a la duree d'un cycle de l'unite 402. Elle franchit 
ensuite le conduit de transfert 409 puis arrive dans l'unite de cyclage thermique 402 ou elle 
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subit le cycle thermique plusieurs fois. Puis, passant dans le deuxieme conduit de transfert 
409, elle debouche dansj'u.nite aval 410b^a,tgmperature ^cpnst x mte w T5 ou elle demeure a 
cette temperature pendant une autre periode predeterminee. Elle est ensuite evacuee du 
dispositif par le conduit de sortie 408. 
5 En reference a la figure 15, dans laquelle les elements analogues portent des 

references augmentees de 400, on a illustre un cinquieme mode de realisation dans lequel 
un conduit secondaire 514 debouche dans le conduit d' alimentation 506. 

Ainsi, on forme la solution a traiter, par exemple par un melange de reactifs, juste 
avant Parrivee sur P unite de cyclage thermique qui est identique a celle du deuxieme mode 

10 502. On forme ainsi un melangeur amont. Alternativement ou cumulativement, on peut 
prevoir un separateur aval en mettant le conduit de sortie en communication laterale avec 
un conduit de derivation. 

Naturellement, on pourra combiner ces differents modes de realisation entre eux, 
par exemple en ajoutant au moins une unite a temperature fixe au dispositif de la figure 3. 

15 II importe de noter que ces differents modes de realisation mettent en oeuvre le 

protocole avec une solution a flux continu ininterrompu. 

On a detaille aux figures 16 a 18 une unite 2 de cyclage thermique a plusieurs 
canaux 4 utilisable dans les modes de realisation presentes. Le substrat 3 comprend ici une 
plaque 16 en silicium, mais cette plaque pourrait etre realisee dans un autre materiau, par 

20 , exemple en .verre, en quartz, en materiau poly mere., ou en matiere : plastique. Des canaux 4 
sont realises par gravure chimique de micro-rainures (de fa?on connue en soi) dans une 
face superieure de la plaque. Chaque canal 4 est rectiligne et a un profil en triangle isocele 
(ou en « V ») dont un cote s'etend dans le plan de la face de la plaque. Une rampe inclinee 
relie le fond du canal a la face de la plaque a chaque extremite du canal. A ce stade, chaque 

25 canal 4 est ouvert en partie superieure de la plaque. Le substrat 3 comprend une deuxieme 
plaque 18 presentant des orifices 20 aptes a venir en coincidence avec les extremites des 
canaux. Cette plaque s'etend sur la plaque 16. Elle obture ainsi la face superieure des 
canaux et donne acces a ceux-ci. 

La solution circule dans Pun des orifices, puis dans le canal 4 associe, puis dans 

30 Pautre orifice. La deuxieme plaque 18 peut etre realisee dans le meme type de materiaux 
que la premiere 16. Les deux plaques sont scellees ou collees Pune sur Pautre par exemple. 

Un avantage du silicium est que le silicium est un bon conducteur thermique, ce qui 
donne des temps de reponse en temperature tres courts. De plus, les microtechnologies sur 
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silicium sont largement connues et il est facile de controler parfaitement les dimensions 
des canaux. Un exemple de dimensions des canaux est : 

- largeur des canaux : 100 jim (de quelques microns a quelques centaines de microns est 
aussi envisageable) ; 

- longueur des canaux : jusqu'a plusieurs centimetres. 

Les moyens de chauffage 20 sont places sous la plaque 16 contre sa face inferieure 
opposee a celle superieure portant les canaux. lis assurent le chauffage et le 
refroidissement de la plaque de fafon connue en soi, par exemple par effet Pelletier, effet 
Joule, rayonnement ou convection. 

Notons aussi qu'il est possible d'integrer les moyens de chauffage 20 directement 
sur le silicium, par exemple en usinant des resistances chauffantes a la surface d'une des 
deux plaques 16, 18, et en pla9ant 1' ensemble sur une source froide pour evacuer la 
chaleur. - 

Durant le passage de la solution sur l'unite 2, le nombre de cyclages est fonction du 
temps passe par la solution sur l'unite. II est done important de bien controler le debit de la 
solution. Ce controle pourra etre effectue au moyen d'un pousse-seringue ou par pompage 
(force de pression ou electro-osmose par exemple). 

Les differents canaux d'un meme dispositif peuvent par exemple servir au parcours 
de solutions comprenant differents ADN. 

* Le canal pourra etre aussi forme par un tube capillaire, pourvu que le controle de la 
temperature de la solution demeure possible. 

II va de soi que les temperatures Tl a T8 seront en general differentes de la 
temperature ambiante et que le dispositif comporte dans chaque mode de realisation des 
moyens automatises de commande de la temperature de l'unite de cyclage thermique pour 
V execution du cycl age. - 
Typage d'acides nucleiques dans un dispositif a flux continu 

De nombreuses techniques ont ete developpees pour detecter ou typer les mutations 
et les polymorphismes. La technique dite de « microsequen9age » permet d' identifier le 
nucleotide present a une position donne dans un acide nucleique. La technique de 
microsequen9age a ete developpee pour le typage de SNPs (single nucleotide 
polymorphisms) et pour la detection de mutations ponctuelles mais cette technique est 
aussi utilisable pour la detection de polymorphismes plus complexes. Cette technique et 
plus precise que- les techniques de typage de SNPs bases sur l'hybridation car elle combine 
la specificite de l'hybridation avec la specificite de la reconnaissance enzymatique du 
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nucleotide par une polymerase. Le nucleotide d'interet est detecte par l'extension d'une 
amorce avec un ddNTP (base nucleotidique blpquante). 'Une amorce complementaire a la 
region directement en amont du nucleotide d'interet est utilisee. Cette amorce est appariee 
avec 1'acide nucleique cible de maniere a ce que l'extremite 3' de J'amorce soit adjacente a 
5 la base nucleotidique specifique a detecten Cette amorce initie la synthese du brin 
complementaire par une polymerase en presence de ddNTPs et permet V elongation de cette 
amorce avec un seul ddNTP qui est le complement du nucleotide present dans 1'acide 
nucleique cible. Le ddNTP incorpore est ensuite detecte. De preference les ddNTPs sont 
marques pour faciliter leur detection. 
10 Pour la detection d'un nucleotide specifique dans un echantillon tel que de l'ADN 

genomique par exemple, cette technique de microsequenfage doit etre precedee d'une 
etape pour amplifier la region portant le polymorphisme a analyser. Apres la reaction 
d'amplification, il s'agit en general d'une reaction de PCR, une purification de 
l'echantillon d'ADN est necessaire pour enlever l'exces de dNTPs et les amorces PCR. 
15 Apres la reaction de microsequen$age une deuxieme etape de purification est utilisee pour 
enlever l'exces de ddNTPs marques avant la detection du ddNTP incorpore a l'extremite 3' 
de 1' amorce de microsequen?age. Cette derniere purification implique en general une 
separation sur gel. Le protocole de genotypage par microsequen^age est done complexe, il 
implique differentes etapes comportant chacune le melange de reactifs et des temps de 
—20 reactions longs. Les differentes reactions enzymatiques du protocole doivent etre 
effectuees a des temperatures precises, la PCR et la reaction de microsequengage sont 
realises par cyclage thermique. 

Le genotypage d'un grand nombre de polymorphismes tels que des SNPs sur des 
families ou sur des groupes cas/contoles permet de trouver des associations entre certains 
25 polymorphismes et certains phenotypes. Ces etudes d' association conduisent ainsi a 
1' identification de genes impliques dans des pathologies, dans reponse a des produits 
therapeutiques et dans d'autres phenotypes complexes. 

Un des facteurs limitant de ces etudes d'association est la necessite de genotyper 
plusieurs centaines d'individus pour plusieurs milliers ou dizaines de milliers de 
30 polymorphismes. 

De nombreuses recherches sont done mehees actuellement pour mettre au point des 
techniques de genotypage et notamment des techniques de microsequen^age a grande 
echelle. ........ 
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Un protocole en phase homogene ont ete mis au point dans lesquels la PCR, la 
purification, la reaction de microsequenfage et la detection sont realisees en solution dans 
le puit d'une microplaque (Chen et al., Proa Natl Acad, Sci. USA, la 94/20 : 10756-10761, 
1997). Dans ce protocole en phase homogene le ddNTP incorpore est detecte par 
fluorescence par transfert d'energie, l'amorce de microsequen9age est done marquee. 
Malgre 1' integration de toutes les etapes dans une microplaque cette methode ne permet 
pas un genotypage a tres grande echelle. En effet, l'addition successive des reactifs dans la 
microplaque impose un tres grand nombre de distributions a chaque etape du protocole. 
Ces distributions peuvent etre automatisees a l'aide d'un robot de dispense mais les 
distributions sont alors extremement lentes et les risques d'evaporation deviennent 
importants. Les volumes reactionnels restent done consequents (10-100 fj.1) impliquant une 
consommation importante d'echantillon et de reactifs souvent tres couteux. De plus, une 
manipulation manuelle des microplaques est necessaire pour effectuer les difFerents 
traitements thermiques ainsi que les distributions entre chaque etape. 

Un but de V invention est de fournir un dispositif et des procedes pour le genotypage 
a tres grande echelle. En vue de la realisation de ce but le protocole de genotypage est 
integre en flux continu dans un dispositif microfluidique conforme a T invention. La 
distribution des reactifs est entierement automatisee et les traitements thermiques sont 
integres dans le dispositif. Le substrat microfluidique constitue un systeme clos et les 
risques d'evaporation du melange reactionnel sont done elimines. On obtient ainsi une 
miniaturisation des volumes reactionnels qui s'accompagne d'une consommation tres 
reduite d'echantillon et de reactif. Le protocole est realise en parallele et en serie sur des 
centaines de canaux pour obtenir un genotypage a tres grande echelle. En outre, la 
combinaison d'un substrat microfluidique semi-jetable et amovible avec des elements 
externes fixes (systemes d'alimentation en fluides, support thermique) est la garantie d'une 
reduction des couts. 

La figure 19 est une coupe d'un substrat microfluidique 100 pour le genotypage 
integre en flux continu. Sur cette figure sont representes des cuvettes d'entree 102 et des 
cuvettes de sortie 104. Des canaux internes 108 disposes en parallele relient 
respectivement une cuvette d'alimentation et une cuvette de sortie. Les cuvettes 
d'alimentation et les cuvettes de sortie sont formees pour l'essentiel par une ouverture 
traversante pratiquee dans un substrat 100a. Les canaux 108 se presentent sous la forme de 
rainures gravees dans un substrat 100b. La figure represente egalement des reservoirs a 
reactifs 122a, 122b, 122c agences entre les cuvettes d'alimentation 102 et les cuvettes de 
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sortie 104. Des raccords permettent de relier chacun des reservoirs a reactif a tous les 
. canaux 108. On observe que le~substrat microfluidique comporte uge-pluralite de canaux 
en parallele. Typiquement au moins 100 canaux sont disposes en parallele. 

Le substrat 102b est aminci de fa<?on a favoriser les echanges thermiques lorsque le 
substrat microfluidique est rapporte sur le support thermique. 

Bien que non representes sur la figure les cuvettes d' alimentation et les reservoirs 
sont respectivement associes a des systemes d'alimentation en fluides pour F alimentation 
en continu des canaux avec des echantillons et pour la distribution des reactifs. 

Le support thermique sur lequel est rapporte le substrat microfluidique n'est pas 
represents Ce support thermique comporte plusieurs zones thermostatees dont des zones 
cyclables. Ces zones thermostatees coincident avec les sections des canaux 108 situes 
entre les reservoirs a reactifs 122a et 122b ainsi qu'avec les sections des canaux 108 situes 
entre le reservoir a reactifs 122c et les cuvettes de sortie 104. 

Le dispositif conforme a 1' invention comporte egalement un systeme de detection 
au niveau des cuvettes de sortie. La detection s'effectue en parallele et en serie sur 
Fensemble des canaux 108. Alternativement la detection ne s'effectue pas au niveau des 
cuvettes de sortie mais legerement en amont a la sortie de la derniere zone thermostatee. 
Dans ce cas une plaque de materiel transparent (verre ou quartz par exemple) peut 
remplacer localement le substrat 100a afin de detecter directement les echantillons 
parcourant le canal. ........ . - . . .. ,. .., ....... ^ 

De maniere particulierement avantageuse, 1' injection des echantillons et des 
reactifs, la regulation des temperatures reactionnelles et des cycles de temperature ainsi 
que la detection sont entierement automatises. . . - , . 

Les echantillons sont injectes en flux continu dans les canaux 108 par les cuvettes 
d'alimentationl02. De preference un meme ADN est injecte en serie dans un canal 108, 
les injections d' ADN sont separes les unes des autres par des « bouchons » d'un fluide 
inerte non miscible. Les injections sont synchrones sur tous les canaux 108 disposes en 
parallele. Les echantillons injectes a un temps t parcourent les canaux de fa9on synchrone 
de telle sorte que les injections de reactifs et la detection s'effectuent simultanement en 
parallele sur tous les canaux. 

Les reactifs PCR sont injectes en parallele dans tous les canaux au niveau du 
reservoir a reactif 122a. Un seul et meme reactif est injecte a un temps et dans tous les 
canaux en parallele. Par contre, dans le but de typer le meme ADN pour 100 sites 
polymorphes, 100 reactifs differents sont injectes en serie dans un canal donne. Etant 
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donne que 100 canaux sont disposes en parallele sur le substrat microfluidique, 100 ADNs 
. sont types en parallele sur un meme substrat. Les injections dans un meme canal sont 
separees les unes des autres par des injections de « bouchons ». 

Le melange reactionnel parcourt ensuite une zone thermostatee cyclable ou 
s'effectue la reaction d' amplification. Notons que le canal est rectiligne et que le melange 
reactionnel ne parcourt qu'une seule zone thermique. Les avantages de cette disposition 
particuliere selon l'invention sont decrits ci-dessus. Remarquons aussi qu'etant donne les 
caracteristiques de la reaction PCR il importe peu a quelle temperature du cycle se trouve 
la zone thermostatee au moment ou une fraction de l'echantillon entre sur cette zone. 
Enfin il faut remarquer que cette disposition permet de faire varier a volonte le nombre de 
cycles thermiques effectues (typiquement entre 15 et 35 cycles pour une PCR) en regulant 
les temps de cyclages et le debit de la solution parcourant le canal. 

La deuxieme etape du protocole, la reaction de purification des produits PCR, 
debute avec Finjection du reactif de purification au niveau du reservoir 122b. Le meme 
reactif est injecte en parallele et en serie dans tous les canaux 108. 

Le melange reactionnel parcourt ensuite une premiere zone thermostatee a 37°C 
pour la reaction de purification et une zone thermostatee a 94°C pour Pinactivation des 
enzymes de purification. 

La reaction de microsequen9age debute avec V injection des reactifs de 
,microsequen9age. Comme precedemment pour les reactifs PCR , un reactif different est 
utilise pour le typage de chaque polymorphisme. Pour le typage de 100 polymorphismes 
100 reactifs different s sont injectes en serie dans un meme canal 108. 

Le melange reactionnel parcourt ensuite une deuxieme zone thermostatee cyclable 
ou s'effectue la reaction de microsequen9age. 

. A la sortie de cette zone thermostatee s'effectue la detection en flux continu, en 
parallele et en serie des ddNTPs incorpores a 1'extremite 3' de l'amorce de 
microsequengage. Typiquement les ddNTPS sont marques avec des fluorophores. 

La detection s'effectue en solution par mesure de la fluorescence, de la correlation 
temporelle de fluorescence ou par spectropolarimetrie. Ces moyens de detection sont 
connus par ailleurs. 

Exemple : Integration cTun protocole de genotypage dans un dispositif microfluidique 
a flux continu 



32 

Le melange reactionnel parcourt un canal dans lequel sont effectuees toutes les 
etapes necessaires a un^ protocole de-genotypage :~ PGR, purification, reaction de 
micro sequen?age et detection. 

Le substrat microfluidique comporte 100 canaux en parallels Ces canaux sont 
rectilignes et ont un diametre de l'ordre de 600 jim dans les zones reactionnel les. La 
surface de la section d'un canal est de l'ordre de 0.25 mm 2 . 

Le protocole de genotypage est realise en parallele dans les 100 canaux. En outre, 
100 echantillons a la suite sont injectes dans chaque canal. Le substrat microfluidique 
permet done grace a une distribution croisee de 100 echantillons par 100 polymorphismes 
de realiser 10 000 reactions de genotypage sur un substrat microfluidique. 

L' injection des reactifs s'effectue en differents points du canal, elle est 
synchronisee de fagon a pouvoir realiser les reactions en serie, en parallele et en flux 
continu. . 

Pour eviter toute contamination, un canal donne est alimente en serie avec un meme 
ADN. Cependant cet ADN est analyse pour 100 polymorphismes differents. 

Le substrat microfluidique est silanise selon le protocole decrit par Schoffner et al. 
(Chip PCR. 1 Surface passivation of microfabricated silicon-glass chip for PCR. Mann A. 
Schoffner, J. Cheng, G. E. Hvichia, L. J. Kricka, P. Wilding.Nucleic Acid Research, 1996 
Vol. 24, No. 2, p 375-379). Les substrats silanises peuvent etre stockes ainsi pendant 
plusieurs mois. L'etape de silanisation des substrats peut etre realisee lors de la fabrication 
du substrat. Avant utilisation du substrat, tous les canaux sont remplis d'eau prealablement 
degazee et filtree. Un debit eleve de l'ordre de 25 jal/min est applique pendant 15 minutes 
afin de chasser toutes les bulles d'air presentes dans les circuits. Une solution lOmM Tris- 
HC1 et 50 mM KC1 pH 8.3 prealablement degazee et filtree est ensuite injectee a un debit 
de 5]nl/min pendant 1 5 min en prenant bien soin de ne pas former de bulles d'air. 
Cette operation se fait preferentiellement sur un dispositif exterieur a la chaine de 
genotypage pouvant traiter plusieurs substrats en parallele. 

Chaque echantillon d'ADN est dilue dans un tampon 1 mM Tris-HCl, 0.1 mM 
EDTA pH 8.3 prealablement degaze et filtre afin d'obtenir 30^1 d'une solution finale a 
lng/fil en ADN. Une preparation d 5 ADN par canal est necessaire. Chaque reaction de 
genotypage utilise 0.25|al de cette solution, 30 ^1 correspond a la quantite necessaire pour 
faire 100 genotypages successifs sur le meme individu. Cette solution est placee dans le 
dispositif d'injection en parallele et en serie des echantillons. 
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Pour chaque couple d' amorces PCR, il faut preparer 30jil d'une solution : 0.6 jiM 
de chaque_ amorce PCR non purifiee, 2Q, mM Tris-HCl et 100 mM KC1 pH 8.3 
prealablement degazee et filtree, 4 mM MgC12, 0.2 mM de chaque dNTP (dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP) et 1U de Taq Gold. Une preparation par site a genotyper est necessaire. 
5 Chaque reaction de genotypage utilise 0.25^1 de cette solution pour un volume reactionnel 
final de 0.5 jil, 30 |il correspond a la quantite necessaire pour faire 100 genotypages en 
parallele sur 100 canaux differents. Ces solutions sont placees dans le dispositif d'injection 
en serie des amorces PCR et sont conservees a 4°C. 

Le melange reactionnel de purification PCR est commun a toutes les reactions de 
10 genotypage.. Un volume de 5500 jal d'une solution: 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
MgC12 prealablement degazee et filtree, 550 U de phosphatase alcaline de crevette (SAP) 
et 550 U d'exonuclease I, est prepare et stocke a 4°C dans le dispositif de distribution du 
melange reactionnel de purification PCR. Chaque reaction de genotypage utilise 0.5jil de 
cette solution pour un volume reactionnel final de lfil. 5500 jil correspond a la quantite 
15 necessaire pour faire 10 000 genotypages en parallele. 

Pour chaque oligonucleotide de microsequen9age, il faut preparer 120 ^1 d'une 
solution : 1 |iM d'oligonucleotide de microsequengage, 40 mM Tris-HCl pH 9.5 
prealablement degazee et filtree, 8 mM MgC12, 10 nM d'un ddNTP-Tamra et lOnM d'un 
ddNTP-Fam, chaque ddNTP correspondant a un allele du site, et 6 U de Thermosequenase. 
. . 20, ...Une preparation .par site a.genotyper.est necessaire., Chaque xeaction devgenotypage utilise 
1 de cette solution pour un volume reactionnel final de 2(il, 120 \x\ correspond a la 
quantite necessaire pour faire 100 genotypages en parallele sur 100 canaux differents. Ces 
solutions sont. placees dans le dispositif d'injection en serie des amorces de 
microsequen?age et sont conservees a 4°C , 
. 25 Les debits en sortie de substrat sont de 40 nl / heure, ce qui permet pour des 

reactions de 2 (il de realiser 10 reactions/canal/heure separees par 10 bouchons de 2 \xl. 
Les bouchons separateurs sont composes de liquide non miscible avec les milieux 
reactionnels comme Thuile de paraffine par exemple. lis separent physiquement les 
reactions des unes des autres tout au long du parcours dans le canal et ont un volume 
30 equivalent au volume reactionnel. 

L'echantillon d'ADN est distribue dans un volume de 0.25 ^1 par reaction de 
genotypage. II est injecte avec un debit de 5 jil / heure ce qui represente un temps de 3 
minutes et une longueur de 1mm. Chaque injection d'echantillon est separee par 0.25 jil de 
bouchon non miscible. 
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0.25|il de reactif PCR sont injectes avec un debit de 5 |il / heure et se melangent 
aux echantillons d'ADN. Chaque injection de reactif PCR est separee par l'injection de 
0.25 ^1 de bouchon non miscible. La reaction PCR represente done un volume de 0.5|il 
une longueur dans le canal de 2 mm et se deplace avec un debit de 10 p 1/ heure. 
5 Ce melange reactionnel parcourt une zone thermostatee a 94°C pendant 10 minutes 

pour activer la polymerase. II parcourt ensuite une zone cyclable dont un cycle est 
compose par une etape de 10 sec. a 94°C puis 10 sec. a 55°C et 10 sec. a 72°C pour une 
duree correspondant a 35 cycles. 

Apres la PCR, 0.5^1 de reactif pour la purification PCR sont injectes avec un debit 
10 de 10 ^il/heure. Chaque injection de reactif est separee par Pinjection de 0.5 de bouchon. 
La reaction de purification PCR represente done un volume de 1 jil une longueur dans le 
canal de 4 mm et se deplace avec un debit de 20 \i 1/ heure. 

Ce melange reactionnel parcourt alors une zone thermostatee a 37°C pendant 20 
minutes pour la reaction de purification puis une zone thermostatee a 94°C pendant 10 
15 minutes pour Pinactivation des enzymes de purification (SAP et EXO I). 

Ensuite 1 jil de reactif de miocrosequen9age est injecte avec un debit de 20 
nl/heure. Chaque injection de reactif de microsequengage est separee par Pinjection de 1 ^1 
de bouchon non miscible. La reaction de microsequengage represente done un volume de 2 
jil une longueur dans le canal de 8 mm et se deplace avec un debit de 40 ^ 1/ heure. 
.20 , . , Ce melange. reactionnel de microsequen9age (2 |il), parcourt une zone cyclable dont 
un cycle est compose par une etape de 10 sec. a 94°C puis 10 sec. a 55°C et 10 sec. a 72°C 
pour une duree correspondant a 25 cycles. 

La detection est realisee en ligne et en continue apres la zone de microsequen^age. 
La detection est realisee en mesurant la fluorescence polarisee pour les 
25 fluorophores Fam et Tamra. Les longueur, d'ondes d'excitation sont respectivement 488 
nm et 520 nm alors que les longueur d'onde d'emission sont de 520 nm et 575 nm. Deux 
mesures de fluorescence sont realisees simultanement, Pune dans le plan de polarisation du 
faisceau d'excitation et Pautre dans le plan perpendiculaire a celui-ci. Le rapport de ces 
deux mesures permet de differencier la presence d'un olgonucleotide marque 
30 (oligonucleotide de microsequen^age allonge lors de la reaction) parmi deux a cinq fois 
plus de marqueurs libres. 
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REVENDICATIONS 



FeuIHe avani rectfflcationi 



1 . Dispositif d' analyse biochimique comprenant : 

a) un substrat microfluidique comportant au rnoins un canal possedant une cuvette 
5 d'alimentation pour injecter un echantillon, une cuvette de sortie pour recueillir ledit 

echantillon et au moins un reservoir a reactif relie a chaque canal entre la cuvette 
d'alimentation et la cuvette de sortie ; 

b) des moyens pour alimenter ledit canal en flux continu. 

10 2. Dispositif selon la revendication 1 caracterise en ce que le substrat microfluidique 
comporte une pluralite de canaux disposes en parallele. 

3. Dispositif selon la revendication 1 ou 2 dans lequel les moyens pour alimenter ledit 
canal en flux continu appliquent une difference de pression entre la cuvette 

15 d'alimentation et la cuvette de sortie. 

4. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1-3 dans lequel ledit substrat 
microfluidique est en silicium. 



.-20. . 5.. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 1-4 , comprenant un support 
thermique presentant une face d'echange thermique en contact avec une face du 
substrat microfluidique de sorte que I s echantillon parcourant le canal est porte a une 
' temperature determinee. 

25 6. Dispositif selon la revendication 5 dans lequel la face du substrat microfluidique en 
contact avec la face d'echange thermique du support thermique presente une paroi 
mince. 

7. Dispositif selon la revendication 5 ou 6 dans lequel le substrat microfluidique est 
30 rapporte de fa9on amovible sur le support thermique. 



8. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 5-7 dans lequel le support 
thermique comporte au moins deux zones thermostatees a des temperatures differentes 
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agencees de sorte que F echantillon parcourant le canal est porte successivement a au 
moins deux temperatures determinees.- - 4 

9. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 5-8 dans lequel au moins une 
zone thermostatee est portee a au moins deux temperatures distinctes de sorte que 
I 'echantillon parcourant une fois cette zone est porte a au moins deux temperatures 
predeterminees. 

10. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 5-8 dans lequel au moins une 
zone thermostatee est portee a au moins deux temperatures distinctes suivant une 
succession temporelle formant un cycle predetermine de telle sorte que Pechantillon 
subit au moins une fois le cycle de temperature en parcourant une fois la zone 
thermostatee. 

11. Dispositif selon l'une des revendications 8 ou 9 caracterise en ce que la partie du canal 
traversant la zone thermostatee est rectiligne. 

12. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1-11 comprenant des moyens de 
detection pour mesurer une caracteristique physico-chimique des echantillons 

~ parcourant les canaux. ..... .... . . . ... 

13. Dispositif selon la revendication 12 dans lequel lesdits moyens de detection sont 
localises au niveau des cuvettes de sortie desdits canaux. - > 

14. Precede pour la realisation de protocoles biochimiques sur au moins un echantillon 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un 
echantillon en appliquant une difference de pression entre la cuvette d'alimentation et 
la cuvette de sortie dudit canal, 

b) on injecte au moins un reactif a partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal 
de maniere a melanger ledit echantillon et ledit reactif 

15. Precede pour la realisation de protocoles biochimiques sur au moins un echantillon 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un 
echantillon en appliquant une difference de pression entre la cuvette d'alimentation et 
la cuvette de sortie dudit canal, 

b) on injecte au moins un reactif a partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal 
5 de maniere a melanger ledit echantillon et ledit reactif, 

c) on detecte au moins un parametre physico-chimique dudit echantillon dans ledit canal. 

16. Procede selon Tune des revendications 14 ou 15 dans lequel la solution parcourt au 
moins une zone thermostatee de sorte que la solution est mise a une temperature 

10 determinee lorsqu'elle parcourt ladite zone thermostatee. 

17. Procede selon Tune quelconque des revendications 14-16 dans lequel la solution 
parcourt au moins une zone thermostatee portee successivement a au moins deux 
temperatures determinees de sorte que la solution est mise successivement aux dites 

15 temperatures lorsqu'elle parcourt une fois ladite zone thermostatee. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 14-17 dans lequel la solution 
parcourt une zone thermostatee portee successivement a au moins deux temperatures 
determinees suivant une succession temporelle formant un cycle predetermine de telle 

. 20 . - ^ . . sorte que la solution subit au moins. une fois le cycle xle temperature.en. parcourant une 

fois la zone thermostatee. 

19. Procede selon. la revendication 18 dans lequel la solution subit de 1-35 fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

25 . . \ . 

20. Procede selon Tune quelconque des revendications 14-19 dans lequel on alimente 
sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'echantillons separes les uns des autres 
par des bouchons. 

30 21. Procede selon Tune quelconque des revendications 14-20 dans lequel les etapes a), b) 
et eventuellement c) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes 
en parallele. 



22. Procede pour la realisation en flux continu d'au moins un cycle de temperature sur une 
solution contenant au moins un echantillon caracterise en ce qu'il. comprend les etapes 
suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec ladite solution, 
5 b) on fait parcourir a ladite solution une zone thermostatee portee successivement a au 
moins deux temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un 
cycle predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

10 23. Procede pour la realisation en flux continu d'au moins un cycle de temperature sur une 
solution contenant au mois un echantillon caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec ladite solution, 

b) on fait parcourir a ladite solution une zone thermostatee portee successivement a au 
15 moins deux temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un 

cycle predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

c) on detecte au moins un parametre physico-chimique dudit echantillon dans ledit canal. 



20 24. Procede selon l'une . des revendications. 22 ou 23 dans lequel on alimente le canal en. 
flux continu en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et 
la cuvette de sortie dudit canal. 

25. Procede selon Tune quelconque des revendications 22-24 dans lequel on alimente 
25 sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'echantillons separes les uns des autres 

par des bouchons. 

26. Procede selon Tune quelconque des revendications 22-25 dans lequel les etapes a), b) 
et eventuellement c) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes 

30 en parallele. 

27. Procede pour 1' amplification d'acides nucleiques caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 
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a) on melange ledit acide nucleique avec des reactifs appropries pour F amplification 
d'acides nucleiques, 

b) on alimente un canal en flux continu avec le melange reactionnel, 

c) on fait parcourir a ce melange reactionnel une zone thermostatee portee successivement 
a des temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un cycle 
predetermine, 

d) on choisit les temperatures et la duree du cycle de temperature de la zone thermostatee 
ainsi que le temps mis par le melange pour parcourir la zone thermostatee de telle sorte 
que Facide nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation. 

28. Procede pour Famplification d'acides nucleiques caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution comprenant ledit acide 
nucleique, 

b) on injecte au moins un reactif approprie pour Famplification d'acides nucleiques a 
partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal de maniere a melanger ledit 
acide nucleique et ledit reactif, 

c) on fait parcourir a ce melange reactionnel une zone thermostatee portee successivement 
a des temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un cycle 
predetermine, . . . - . . . . . 

d) on choisit les temperatures et la duree du cycle de temperature de la zone thermostatee 
ainsi que le temps mis par le melange pour parcourir la zone thermostatee de telle sorte 
que Facide nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation. 

29. Procede selon la revendication 27 ou 28 dans lequel on alimente le canal en flux 
continu en appliquant une difference de pression entre la cuvette d'alimentation et la 
cuvette de sortie dudit canal. 

30. Procede selon Fune des revendications 27-29 dans lequel ledit canal est forme dans un 
substrat en silicium. 

31. Procede selon Fune quelconque des revendications 27-30 dans lequel on alimente 
sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'acides nucleiques separes les uns des 
autres par des bouchons. 
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32.,Procede^elon rune.quelcooque des revendications 27-34 dans lequel les etapes a), b), 
c) et d) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes en parallele. 

5 33. Procede pour la detection en flux continu d'au moins un nucleotide dans au moins un 
acide nucleique cible caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution comprenant ledit acide 
nucleique ; 

b) on injecte le reactif de microsequen9age comprenant le tampon de microsequenfage, 
10 1' amorce de microsequen?age ? au moins un ddNTP et une polymerase, dans ledit canal 

de maniere a melanger ledit acide nucleique et ledit reactif; 

c) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee de fa?on a obtenir au 
moins un cycle comprenant la denaturation de I'acide nucleique cible, Fhybridation 
dudit acide nucleique avec l'amorce de microsequen<?age et 1 5 incorporation du ddNTP, 

15 complementaire au nucleotide a detecter, a l'extremite 3' de ladite amorce ; 

d) on detecte au moins un ddNTP incorpore a l'extremite 3' de l'amorce de 
microsequen9age. 

34. Procede selon la revendication 33 dans lequel on alimente le canal en flux continu en 
20 ... ,„„. appliquant une difference de pression entre Ja cuvette d' alimentation .et la.cuvette.de. 

sortie dudit canal. 

35. Procede selon Tune des revendications 33 ou 34 dans lequel a l'etape c) la zone 
thermostatee est portee successivement a des temperatures determinees suivant une 

25 succession temporelle formant au moins un cycle. , 

36. Procede selon Tune des revendications 33-35 dans lequel les ddNTPs sont marques 
avec des fluorophores et dans lequel a l'etape d) on detecte la fluorescence du ddNTP 
incorpore. - 

30 

37. Procede selon 1'une quelconque des revendications 33-36 dans lequel les etapes a), b), 
c) et d) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes en parallele. 
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38. Procede pour la detection en flux continu d'au moins un nucleotide dans au moins un 
acide nucleique cible caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un acide 
nucleique cible ; 

5 b) on injecte le reactif pour ramplification de la region de Pacide nucleique cible portant 
au moins un nucleotide a detecter, dans ledit canal a partir d'un premier reservoir a 
reactif; 

c) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee de telle sorte que l'acide 
nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation; 
10 d) on injecte le reactif pour la purification du produit d' amplification dans ledit canal a 
partir d'un deuxieme reservoir a reactif; 

e) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee pour realiser la reaction 
de purification ; 

f) on injecte le reactif de microsequen?age comprenant le tampon de microsequen9age, 
15 P amorce de microsequensage, au moins un ddNTP et une polymerase, dans ledit canal 

a partir d'un troisieme reservoir a reactif; 

g) on fait parcourir au melange reactionnel au moins une zone thermostatee de fa?on a 
obtenir au moins un cycle comprenant la denaturation de Pacide nucleique cible, 
P hybridation dudit acide nucleique avec P amorce de microsequenpage et 

20 P incorporation du ddNTP, complementaire au nucleotide a detecter, a Pextremite 3' de 
ladite amorce ; 

h) on detecte au moins un ddNTP incorpore a Pextremite 3' de Pamorce de 
microsequen^age. 

25 39. Procede selon la revendication 38 dans lequel on alimente le canal en flux continu en 
appliquant une difference de pression entre la cuvette d'alimentation et la cuvette de 
sortie dudit canal. 

40. Procede selon Pune des revendications 38-39 dans lequel aux etapes c) et e) la zone 
30 thermostatee est portee successivement a des temperatures determinees suivant une 
succession temporelle formant au moins un cycle. 
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41. Procede selon Tune des revendications 38-40 dans lequel les ddNTPs sont marques 
avec des fluorophores et dans lequel a l'etape h) on detecte la fluorescence du ddNTP 
incorpore. 

5 42. Procede selon Tune des revendications 38-41 dans lequel le reactif pour la purification / 
comprend une exonuclease et une alkaline phosphatase. 

43. Procede selon Tune quelconque des revendications 38-42 dans lequel les etapes a), b), 
c), d), e) ? f), g) et h) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes en 
10 parallele. 
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REVENDICATIONS 



£&ulite reoitfiea 



1 . Dispositif d 5 analyse biochimique comprenant : 

a) un substrat microfluidique en materiau polymere, notamment en polydimethylsiloxane 
(PDMS), comportant au moins un canal possedant une cuvette d' alimentation pour 
injecter un echantillon, une cuvette de sortie pour recueillir ledit echantillon et au 
moins un reservoir a reactif relie a chaque canal entre la cuvette d 5 alimentation et la 
cuvette de sortie ; 

b) des moyens pour alimenter ledit canal en flux continu. 

2. Dispositif selon la revendication 1 caracterise en ce que le substrat microfluidique 
comporte une pluralite de canaux disposes en parallele. 

3. Dispositif selon la revendication 1 ou 2 dans lequel les moyens pour alimenter ledit 
canal en flux continu appliquent une difference de pression entre la cuvette 
d 5 alimentation et la cuvette de sortie. 

4. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 caracterise en ce qu'il 
comporte des moyens pour donner au canal au moins deux temperatures 
predeterminees de sorte que V echantillon est porte a ces temperatures lorsqu'il parcourt, , 
une fois le canal. 

5. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1-4 comprenant un support 
thermique presentant une face d'echange thermique en contact avec une face du 
substrat microfluidique de sorte que 1' echantillon parcourant le canal est porte a une 
temperature determinee. 

6. Dispositif selon la revendication 5 dans lequel la face du substrat microfluidique en 
contact avec la face d'echange thermique du support thermique presente une paroi 
mince. 



7. Dispositif selon la revendication 5 ou 6 dans lequel le substrat microfluidique est 
rapporte de fa?on amovible sur le support thermique. 
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8. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 5-7 dans lequel le support 
thermique comporte au moins deux zones thermostatees a des temperatures differentes 
agencees de sorte que l'echantillon parcourant le canal est porte successivement a au 
moins deux temperatures determinees. 

5 

9. Dispositif selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 comprenant une zone 
thermostatee portee successivement a au moins deux temperatures distinctes de sorte 
que l'echantillon parcourant une fois cette zone est porte a au moins deux temperatures 
predeterminees. 

10 

10. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 5 a 8 dans lequel au moins une 
zone thermostatee est portee a au moins deux temperatures distinctes suivant une 
succession temporelle formant un cycle predetermine de telle sorte que l'echantillon 
subit au moins une fois le cycle de temperature en parcourant une fois la zone 

15 thermostatee. 

11. Dispositif selon l'une des revendications 8 ou 9 caracterise en ce que la partie du canal 
traversant la zone thermostatee est rectiligne. 

20 12. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 1 comprenant des moyens de 
detection pour mesurer une caracteristique physico-chimique des echantillons 
parcourant les canaux. 

13. Dispositif selon la revendication 12 dans lequel lesdits moyens de detection sont 
25 localises au niveau des cuvettes de sortie desdits canaux. 

14. Procede pour la realisation de protocoles biochimiques sur au moins un echantillon 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un 
30 echantillon en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et 

la cuvette de sortie dudit canal, 

b) on injecte au moins un reactif a partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal 
de maniere a melanger ledit echantillon et ledit reactif. 




15. Procede pour la realisation de protocoles biochimiques sur au moins un echantillon 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un 
echantillon en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et 

5 la cuvette de sortie dudit canal, 

b) on injecte au moins un reactif a partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal 
de maniere a melanger ledit echantillon et ledit reactif, 

c) on detecte au moins un parametre physico-chimique dudit echantillon dans ledit canal. 

10 16. Procede selon Tune des revendications 14 ou 15 dans lequel la solution parcourt au 
moins une zone thermostatee de sorte que la solution est mise a une temperature 
determinee lorsqu'elle parcourt ladite zone thermostatee. 

17. Procede selon Tune quelconque des revendications 14 a 16 dans lequel la solution 
15 parcourt au moins une zone thermostatee portee successivement a au moins deux 

temperatures determinees de sorte que la solution est mise successivement aux dites 
temperatures lorsqu'elle parcourt une fois ladite zone thermostatee. 

18. Procede selon l'une quelconque des revendications 14 a 17 dans lequel la solution 
20 parcourt une -zone thermostatee portee successivement a au moins deux temperatures 

determinees suivant une succession temporelle formant un cycle predetermine de telle 
sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de temperature en parcourant une 
fois la zone thermostatee. 

25 19. Procede selon la revendication 18 dans lequel la solution subit de 1 a 35 fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

20. Procede selon Tune quelconque des revendications 14 a 19 dans lequel on alimente 
sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'echantillons separes les uns des autres 

30 par des bouchons. 

21. Procede selon Tune quelconque des revendications 14 a 20 dans lequel les etapes a), b) 
et eventuellement c) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes 
en parallele. 
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22. Procede pour la realisation en flux continu d'au moins un cycle de t temperature sur une 
solution contenant au moins un echantillon caracterise en ce .qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

5 a) on alimente un canal en flux continu avec ladite solution, 

b) on fait parcourir a ladite solution une zone thermostatee portee successivement a au 
moins deux temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un 
cycle predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

10 

23. Procede pour la realisation en flux continu d'au moins un cycle de temperature sur une 
solution contenant au mois un echantillon caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec ladite solution, 
15 b) on fait parcourir a ladite solution une zone thermostatee portee successivement a au 
moins deux temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un 
cycle predetermine de telle sorte que la solution subit au moins une fois le cycle de 
temperature en parcourant une fois la zone thermostatee. 

c) on detecte au moins un parametre physico-chimique dudit echantillon dans ledit canal. 
20 • - > ■ — - • • - — . ■■■ • • . . 

24. Procede selon Tune des revendications 22 ou 23 dans lequel on alimente le canal en 
flux continu en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et 
la cuvette de sortie dudit canal. . 

25 25. Procede selon l'une quelconque des revendications 22 . a 24 dans lequel on alimente 
sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'echantillons separes les uns des autres 
par des bouchons. 

26. Procede selon l'une quelconque des revendications 22 a 25 dans lequel les etapes a), b) 
30 et eventuellement c) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes 

en parallele. 

27. Procede pour 1' amplification d'acides nucleiques caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 
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a) on melange ledit acide nucleique avec des reactifs appropries pour 1' amplification 
d'acides nucleiques, : 

b) on alimente un canal en flux continu avec le melange reactionnel, 

c) on fait parcourir a ce melange reactionnel une zone thermostatee portee successivement 
5 a des temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un cycle 

predetermine, 

d) on choisit les temperatures et la duree du cycle de temperature de la zone thermostatee 
ainsi que le temps mis par le melange pour parcourir la zone thermostatee de telle sorte 
que T acide nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation. 

10 

28. Precede pour T amplification d'acides nucleiques caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution comprenant ledit acide 
nucleique, 

15 b) on injecte au moins un reactif approprie pour 1' amplification d'acides nucleiques a 
partir d'au moins un reservoir a reactif dans ledit canal de maniere a melanger ledit 
acide nucleique et ledit reactif, 

c) on fait parcourir a ce melange reactionnel une zone thermostatee portee successivement 
a des temperatures determinees suivant une succession temporelle formant un cycle 

20 predetermine, - 

d) on choisit les temperatures et la duree du cycle de temperature de la zone thermostatee 
ainsi que le temps mis par le melange pour parcourir la zone thermostatee de telle sorte 
que l'acide nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation. 

25 29. Precede selon la revendication 27 ou 28 dans lequel on alimente le canal en flux 
continu en appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et la 
cuvette de sortie dudit canal. 

30. Precede selon Tune des revendications 27 a 29 dans lequel ledit canal est forme dans 
30 un substrat en silicium. 

31. Precede selon Tune quelconque des revendications 27 a 30 dans lequel on alimente 
sequentiellement ledit canal avec une pluralite d'acides nucleiques separes les uns des 
autres par des bouchons. 
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32. Procede selon l'une quelcpnque des revendications 27 £31 dans legueUra 6tapes a), b), 
c) et d) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes en parallele. 

5 33. Procede pour la detection en flux continu d'au moins* un nucleotide dans au moins un 
acide nucleique cible caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution comprenant ledit acide 
nucleique ; 

b) on injecte le reactif de microsequen?age comprenant le tampon de microsequen?age, 
10 l 5 amorce de microsequen9age, au moins un ddNTP et une polymerase, dans ledit canal 

de maniere a melanger ledit acide nucleique et ledit reactif; 

c) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee de fa<;on a obtenir au 
moins un cycle comprenant la denaturation de T acide nucleique cible, l'hybridation 
dudit acide nucleique avec 1' amorce de microsequen9age et V incorporation du ddNTP, 

15 complementaire au nucleotide a detecter, a Pextremite 3' de ladite amorce ; 

d) on detecte au moins un ddNTP incorpore a Textremite 3' de r amorce de 
microsequen9age. 

34. Procede selon la revendication 33 dans lequel on alimente le canal en flux continu en 
20 appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et la. cuvette de. 

sortie dudit canal. 

35. Procede selon l'une des revendications 33 ou 34 dans lequel a l'.etape c) la zone 
thermostatee est portee successivement a des temperatures determinees suivant une 

25- succession temporelle formant au moins un cycle. 

36. Procede selon l'une des revendications 33 a 35 dans lequel les ddNTPs sont marques 
avec des fluorophores et dans lequel a l'etape d) on detecte la fluorescence du ddNTP 
incorpore. : ' 

30 . 

37. Procede selon l'une quelconque des revendications 33 a 36 dans lequel les etapes a), b), 
c) et d) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes en parallele. 



41 

38. Procede pour la detection en flux continu d'au moins un nucleotide dans au moins un 
acide nucleique cible caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) on alimente un canal en flux continu avec une solution contenant au moins un acide 
nucleique cible ; 

b) on injecte le reactif pour 1' amplification de la region de l'acide nucleique cible portant 
au moins un nucleotide a detecter, dans ledit canal a partir d'un premier reservoir a 
reactif; 

c) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee de telle sorte que l'acide 
nucleique subit plusieurs fois le cycle denaturation-hybridation-elongation; 

d) on injecte le reactif pour la purification du produit d' amplification dans ledit canal a 
partir d'un deuxieme reservoir a reactif; 

e) on fait parcourir a la solution au moins une zone thermostatee pour realiser la reaction 
de purification ; 

f) onjnjecte le reactif de microsequen9age comprenant le tampon de microsequen9age, 
1' amorce de microsequen9age, au moins un ddNTP et une polymerase, dans ledit canal 
a partir d'un troisieme reservoir a reactif; 

g) on fait parcourir au melange reactionnel au moins une zone thermostatee de fa9on a 
obtenir au moins un cycle comprenant la denaturation de l'acide nucleique cible, 
l'hybridation dudit acide nucleique avec l'amorce de microsequen9age et 
T incorporation du ddNTP, complementaire au nucleotide a detecter, a 1'extremite 3' de 
ladite amorce ; 

h) on detecte au moins un ddNTP incorpore a 1'extremite 3' de l'amorce de 
microsequen9age. 

39. Procede selon la revendication 38 dans lequel on alimente le canal en flux continu en 
appliquant une difference de pression entre la cuvette d' alimentation et la cuvette de 
sortie dudit canal. 

40. Procede selon l'une des revendications 38 a 39 dans lequel aux etapes c) et e) la zone 
thermostatee est portee successivement a des temperatures determinees suivant une 
succession temporelle formant au moins un cycle. 
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41. Precede selon l'une des revendications 38 a 40 dans lequel les ddNTPs sont marques 
avec des fluorophores et dans lequel a l'etape h) on detecte la fluorescence du ddNTP 
incorpore. 

42. Procede selon l'une des revendications 38 a 41 dans lequel le reactif pour la 
purification comprend une exonuclease et une alkaline phosphatase. 

43. Procede selon l'une quelconque des revendications 38 a 42 dans lequel les etapes a), b), 
c), d), e) 5 f) ? g) et h) sont realises simultanement sur une pluralite de canaux disposes en 
parallele. 
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